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RESUMO 


MILANO, H. 2012. 112 f. Identificagao de microrganismos do trato digestivo de 
pragas de cana-de-agucar com atividade enzimatica para degradagao de 
substratos lignocelulosicos e potencial para bioconversao de D-xilose em 
xilitol. Dissertagao (Mestrado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, 
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2012. 

A necessidade de economias sustentaveis tern aumentado o interesse no 
desenvolvimento de plataformas microbianas para novos processos, tanto para a 
produgao de biocombustfveis quanto para a sintese de compostos que demandam 
alta capacidade energetica e processamento quimico em sua produgao. O 
isolamento de microrganismos, capazes de degradagao materials lignocelulosicos, 
resistentes a diferentes inibidores e com rendimento elevado na biossintese de 
moleculas especificas faz-se necessario para atender tais propositos. Neste 
trabalho, microrganismos cultivaveis isolados do trato digestivo de larvas dos insetos 
pragas de cana-de-agucar, besouro da raiz, Migdolus fryanus, bicudo da cana, 
Sphenophorus levis, broca-gigante da cana, Telchin licus licus e de broca-da-cana, 
Diatraea saccharalis, foram caracterizados quanto a atividade enzimatica em fontes 
de carbono e identificados por tecnicas moleculares. Larvas no terceiro mstar de M. 
fryanus e S. levis e quinto mstar de T. licus licus e D. saccharalis foram coietadas 
em plantios de cana-de-agucar no interior de Sao Paulo. Urn total de 341 
microrganismos cultivaveis foram avaliados quanto a capacidade de degradagao de 
substratos lignocelulosicos, como unica fonte de carbono em meio solido usando o 
fndice de atividade enzimatica (I.E.). Os isolados foram identificados por 
sequenciamento das regioes do 16S rRNA para bacterias, ITS rDNA para fungos e 
26S rDNA para leveduras. Bacterias com atividade enzimatica foram relacionadas 
aos generos do filo Firmicutes Bacillus, Enterobacter Serratia e Citrobacter. Os 
isolados relacionados a B. amyloliquefaciens destacaram-se na degradagao da 
celulose. Entre fungos filamentosos, leveduras e leveduriformes, a atividade 
enzimatica foi destacada para a degradagao da hemicelulose. Fungos filamentosos 
e leveduras pertencem ao filo Ascomycota e os leveduriformes ao filo Chlorophyta. 
Fungos que apresentaram hidrolise de xilano foram relacionados aos generos 
Pyrenophora, Aspergillus e Penicillium. As leveduras relacionam-se a nove generos, 
majoitariamente aos generos Meryerozyma e Candida. Leveduras com capacidade 
hidrolftica destacada foram relacionadas a Meyerozyma guilliermondii, Cryptococcus 
laurentti, Candida pseudointermedia, C. parapsilosis, C. solani e Aureobasidium 
pullulans. Entre as leveduras, 40 isolados apresentam sequencias que diferem em 
mais de 1% das sequencias referenda, podendo-se inferir a respeito de possfveis 
novas especies. No ensaio cinetico, realizado para a triagem de leveduras com 
capacidade de bioconversao da D-xilose em xilitol e etanol, o maior rendimento em 
xilitol foi demonstrado pelo microrganismo relacionado a Prototheca zopfi var. 
hydrocarbonea. A capacidade desse organismo de produzir xilitol nao havia sido 
descrita. Os resultados obtidos nesse trabalho, revelaram que o trato digestivo das 
pragas de cana-de-agucar como uma fonte de microrganismos que apresentam 
capacidade de degradagao enzimatica para celulose e xilano cujo potencial para 
utilizagao na biotecnologia industrial ainda precisa ser revelado. 

Palavras-chave: Microbiota intestinal. Pragas da cana-de-agucar. Atividade 
enzimatica. Materials lignocelulosicos. Bioprodugao de xilitol. 




ABSTRACT 


MILANO, H. 2012. 112 f. Identification of gut microorganisms in sugarcane 
pests, with enzymatic activity, for degradation of lignocelullosic substrates and 
bioconversion of D-xylose to xylitol potential. Dissertation (Master in Science) - 
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 
2012 . 

The pursuit for sustainable economies has increased the interest in development of 
microbial-based platforms for new processes, both for biofuel production and for the 
synthesis of compounds, which demands high energetic capacity and chemical 
processing in its production. The isolation of microorganisms capable of degradation 
of lignocellosic materials, resistant to different inhibitors and highly efficient in the 
biosynthesis of specific molecules is necessary to achieve such purposes. In this 
research, cultivable microorganisms isolated from the larval gut of sugarcane pests: 
sugarcane borer root Migdolus fryanus, sugarcane weevil Sphenophorous levis, giant 
sugarcane borer Telchin licus licus and sugarcane borer Diathrea saccharalis, were 
characterized according to their extracellular enzymatic activity in carbon sources 
and molecularly identified. Third-instar larvae of Migdolus fryanus and S. levis and 
fifth-instar larvae of T. licus licus and D. saccharalis were collected in sugarcane 
fields in Sao Paulo, Brazil. A total number of 341 strains were evaluated for their 
capacity of degradation of lignocelulitic substrates, as single carbon sources in solid 
medium. The enzymatic activities of the strains were estimated by Enzymatic Activity 
Index (EAI); further, the strains were molecularly identified by sequencing of the 16S 
rRNA region for bacterias; ITS rDNA region for filamentous fungi and 26S rDNA 
region for yeasts. Bacteria strains which presented enzymatic activity were related to 
Firmiculites genera Bacillus, Enterobacter, Serratia and Citrobacter. Strains related to 
B. amyloliquefaciens have demonstrated higher levels of cellulosic degradation. 
Among filamentous fungi, yeasts and yeast-like organisms higher activity was 
showed to degradation of hemicelluloses. Filamentous fungi and yeasts belong to 
phylum Ascomycota, and the yeast-like organisms to phylum Chlorophyta. Six 
filamentous fungi which presented higher hidrolisys of xylan were related to 
Pyrenophora, Aspergillus and Penicillium genera. Yeasts were related mostly to the 
Meryerozyma and Candida genera. Yeasts with higher hydrolysis cababilities were 
reated to Meyerozyma guilliermondii, Cryptococcus laurentti, Candida 
pseudointermedia, C. parapsilosis, C. solani e Aureobasidium pullulans. Among the 
yeasts, 40 strains showed sequences that differ by more than 1% from reference 
sequences, which allows infering about possible new species. In the kinetic assay 
carried out for screening for yeasts capable of bioconverting D-xylose into xylitol and 
ethanol, higher yields of xylitol were obtained for the yeast-like organism related to 
Prototheca zopfi var. hydrocarbonea. This microorganism’s ability to produce xylitol 
had not been reported yet. The results obtained in this work have demonstrated the 
gut of sugarcane pests as source of microorganisms capable of enzymatic 
degradation of cellulose and xylan, whose potential for use in the industrial 
biotechnology has yet to be revealed. 


Keywords: Gut microorganisms. Sugarcane pests. Enzymatic activity. Lignocelulosic 
materials. Xylitol bioproduction. 
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1 INTRODUQAO 


O interesse em bioenergia tem aumentado exponencialmente nos ultimos 
anos devido a necessidade de economias sustentaveis e ambientes limpos (LYND et 
al., 2008; SUN; SCHARF, 2010). Celulose e hemicelulose sao as biomassas mais 
abundantes no planeta terra e, portanto, tem o maior potencial para resolver tanto as 
demandas energeticas quanto ambientais de bioenergia (KIM et al., 2008; 
SANCHEZ; CARDONA, 2008). A produgao de etanol e outros biocombustiveis a 
partir de biomassa lignocelulosica recebeu recentemente enorme atengao tanto na 
industria como nas comunidades academicas em geral, e grandes progressos foram 
feitos na produgao e utilizagao de biocombustiveis (BADGER, 2002; SANDERSON, 
2006; SUN; SCHARF, 2010; LYND et al., 2008). 

O processo convencional de produgao de bioetanoi utiliza a levedura 
Saccharomyces cerevisiae, devido as suas vantagens, por exemplo, altos 
rendimentos de conversao de etanol a partir da glicose e tolerancia a concentragoes 
elevadas de alcool (ALPER; STEPHANOPOULOS 2009; PISKUR et al., 2006). No 
entanto, o aumento da concentragao de agucares e de componentes aromaticos na 
conversao industrial da lignocelulose em etanol, bem como outras condigoes 
adversas, podem causar danos a S. cerevisiae e restringir as suas aplicagoes 
(ALPER; STEPHANOPOULOS, 2009). Assim, o isolamento de microrganismos 
ideiais, com capacidade para degradar diferentes materials iignocelulosicos, resistir 
a diferentes inibidores e com rendimento elevado na biossfntese de moleculas 
especfficas tem urn papel importante no desenvolvimento de sistemas de produgao 
de biocombustiveis (ALPER; STEPHANOPOULOS 2009; LEITE et al., 2003; LYND 
et al., 2008). 

Diversos insetos, como cupins, baratas que se alimentam de madeira, 
besouros e formigas cortadeiras, entre outros, podem usar substratos 
Iignocelulosicos, como sua principal fonte de alimentagao e sao altamente eficientes 
na degradagao da celulose em glicose como fonte de energia (SUN; ZHOU, 2009). 
Como a dieta da maioria dos artropodes e composta, basicamente de material 
vegetal, a digestao de polissacarfdeos estruturais e essencial para o metabolismo 
energetico e a capacidade de obtengao de carbono destas fontes contribui 
significativamente para o sucesso do filo. Estes polissacarfdeos sao resistentes a 
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degradagao, e os insetos sozinhos nao secretam todas as enzimas digestivas para 
hidrolisar as p - ligagoes dos polimeros. Pelo contrario, grande parte da hidrolise 
desses polissacarideos e realizada por enzimas produzidas pelos simbiontes 
microbianos presentes no trato digestivo (BRUNE; FRIEDRICH, 2000; CAZEMIER et 
al.; SUH et al., 2003; WENZEL et al., 2002). 

O trato gastrointestinal de insetos torna-se, assim, uma importante fonte para 
a prospecgao de novos microrganismos e enzimas que possam auxiliar na 
decomposigao de varias moleculas. A microbiota gastrointestinal dos artropodes 
consiste em urn biotopo complexo constituindo de membros residentes e transitorios 
de protozoarios, fungos, bacterias e Archaea, tanto de patogenos como de 
mutualistas obrigatorios. Ela e resultado do contato entre o inseto e o ambiente 
externo; a riqueza e a abundancia relativa das especies que a constituem esta, 
provavelmente, relacionada a estrutura do trato digestivo, ao pH, a condigao redox, o 
habito alimentar e as enzimas digestivas relacionadas (BIGNELL; EGGLETON, 
1995; VISOTTO, 2007). 

A microbiota exerce uma fungao fundamental, ja que o perfil metabolico da 
digestao dos insetos pode ser definido pelas relagoes simbioticas com 
microrganismos, podendo contribuir para a transformagao de macromoleculas em 
nutrientes essenciais (CAMPBELL, 1990; VISOTTO, 2007; SALDARRIAGA, 2009). 
Em alguns insetos o tubo digestivo apresenta camaras com caracterfsticas distintas 
de pH, nfvel de oxigenio e populagoes de microrganismos que podem funcionar 
como reatores; contribuindo para produgao de energia e decomposigao de material 
lignocelulosico, como observado em cupins e besouros que vivem no tronco de 
arvores e se alimentam de material rico em celulose. 

Embora alguns insetos produzam celulases, acredita-se que os 

microrganismos do tubo digestivo tenham urn papel importante na quebra de lignina 
e celulose, especialmente em insetos cuja dieta e pobre em nitrogenio e rica em 
fibras. Estes microrganismos podem ter utilizagao, por exemplo, na produgao de 
glicose a partir de bagago de cana, para produgao de etanol. Este fato e importante 
uma vez que a produgao de enzimas por microrganismos tern grande potencial e 
esta diretamente relacionada com a mudanga da dependencia de recursos nao 
renovaveis de alto custo, como o petroleo (LYND et al., 1991). 

A procura por novas materias-primas renovaveis para a produgao de energia 
e alimentos gerou urn grande interesse na hidrolise enzimatica de materiais 
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lignocelulosicos. A vantagem principal desta hidrolise enzimatica reside no fato da 
reagao poder ser realizada em condigoes relativamente moderadas; nao requerendo 
temperaturas e pressoes altas ou valores de pH extremos. Tambem o processo e 
mais especifico, sem a decomposigao dos agucares produzidos (STERNBERG; 
DORVAL, 1979). Entretanto, a tarefa de desenvolver um processo biotecnoiogico 
economicamente viavel para a produgao de agucares fermentaveis a partir de 
materiais lignocelulosicos nao e facil. Nao obstante, a pesquisa intensiva durante os 
ultimos anos conduziu a uma maior compreensao da bioquimica da hidrolise 
enzimatica. Embora alguns detalhes ainda nao sejam compreendidos, as 
caracteristicas principais do processo sao conhecidas. 

A digestao de celulose e realizada por uma mistura de enzimas com 
diferentes especificidades: (1) exo-p glicanases, as quais clivam unidades de 
celobiose nas cadeias finais nao redutoras presentes na celulose cristalina; (2) endo- 
P glicanases, que clivam aleatoriamente ligagoes p-1 ,4-glicosfdicas presentes nas 
cadeias de celulose e (3) p- glicosidases, responsaveis pela hidrolise de celobiose e 
pequenas oligocelodextrinas a glicose (TERRA; FERREIRA, 1994). Tanto os insetos 
herbivoros como microrganismos simbioticos podem secretar enzimas celuloliticas 
para a desconstrugao e hidrolise de biomassa (OHKUMA, 2003; SUN; ZHOU, 2009; 
TOKUDA; WATANABE, 2007; WARNECKE et al., 2007). Apesar da controversy 
sobre qual organismo desempenha o papel mais importante para a quebra da 
biomassa - simbiontes ou inseto hospedeiro em si - a importancia dos 
microrganismos simbioticos foi recentemente estabelecida por varios estudos 
realizados a mvel genomico. 

O xilano e o segundo principal constituinte da fragao hemicelulose presente 
na parede celular de plantas (TAN et al., 2008). O xilano e constituido por uma 
cadeia principal de residuos p-xilopiranose, que e frequentemente substituida por 
unidades a-arabinofuranose e acido metilglicuronico. Quando ingerido pelo inseto, 
esse polissacaridico complexo e hidrolisado pela enzima endo-1,4 p-xilanase em 
monomeros de agucar para a realizagao do metabolismo. A degradagao completa 
desse polissacarideo complexo depende de enzimas atuando em sinergia: endo-1,4 
p-xilanases hidrolisam as p-1 ,4-ligagoes entre os residuos de D-xilose na cadeia 
principal, produzindo xiloligossacarideos e p-D-xilosidases convertem xilo- 
oligossacarideos a monomeros de xilose (BRECCIA et al., 1998; DEN HANN; VAN 
ZYL, 2003). Em besouros Odontotaenius disjunctus e Verres sternbergianus 
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demonstrou-se que leveduras simbioticas do trato digestivo como Pichia stipitis, P. 
segobiensis, Candida shehatae e C. ergatensis promovem a fermentagao da xilose 
(SUH et al., 2003). O fato tem despertado um intenso interesse na utilizagao 
biotecnologica desses organismos para a fermentagao da xilose em resfduos com 
alto conteudo desse sacarfdeo para a produgao de etanol (BIELY; KREMNICKY, 
1998; JEFFRIES; KURTZMAN, 1994; JEFFRIES; JIN, 2000; WARD; SINGH, 2002; 
WINKELHAUSEN; KUZMANOVA 1998). 

O potencial das xilanases para uso em processos industrials de utilizagao de 
biomassa levou a construgao de bibliotecas genomicas de DNA microbiano isolado 
de tratos intestinais de insetos das ordens Isoptera (cupins) e Lepidoptera 
(BRENNAN et al., 2004). Essas bibliotecas foram avaliadas para genes que 
codificam protefnas com atividade de xilanase e varias novas xilanases com 
sequencias primarias e novos domfnios com funcionalidade desconhecida foram 
descobertos. Leveduras relacionadas ao genero Pichia sp. apresentaram excelente 
performance para a produgao de xilitol a partir de bagago de cana-de-agucar 
hidrolisado, reforgando o trato gastrointestinal de insetos como uma fonte de 
prospecgao biotecnologica para especies de leveduras economicamente importantes 
(SREENIVAS et al., 2007a). 

A lignina constitui um polfmero aromatico de unidades de alcoois fenil- 
propanoicos encontrado em qualquer planta vascular (MESHITSUKA; LSOGAY, 
1996). Todavia, a lignina nao apresenta uma estrutura definida (RALPH, 1996). 
Hatfield, Ralph e Grabber (1999) definiram a lignina de modo independente da 
estrutura qufmica, como uma macromolecula derivada de fenol (polfmero) que 
interage com outros polfmeros da parede celular para promover uma integridade 
estrutural, resistencia a degradagao e impermeabilidade a agua. A lignina e capaz 
de proteger as plantas da maioria das formas de ataque microbiano, uma vez que 
sua quebra libera fenois e outros produtos qufmicos que inibem o processo 
fermentativo. Recentes pesquisas evidenciam a degradagao de lignina no intestino 
de duas especies xilofagas nao relacionadas, o besouro asiatico Anoplophora 
glabripennis e o cupim Zootermopsis angusticollis. Embora nao se tenha 
estabelecido a taxa de degradagao da lignina ou se identificado genes especfficos 
ou organismos responsaveis por esta degradagao, modificagoes significativas na 
lignina da madeira foram detectadas apos a passagem pelo trato gastrointestinal 
desses insetos (GEIB et al., 2008). 
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Nesse contexto, a caracterizagao da microbiota gastrointestinal daquelas 
especies que se alimentam de substrato rico em lignocelulose usando tecnicas 
convencionais e moieculares faz-se necessaria uma vez que o conhecimento da 
diversidade de generos presentes pode revelar microrganismos com caracteristicas 
desejaveis para incorporagao em processos industriais, objetivando a decomposigao 
de residuos ricos em celulose. 

Os insetos estudados neste trabalho pertencem a Ordem Lepidoptera e 
Coleoptera, os dois maiores grupos em numero de especies. A Ordem Coleoptera 
corresponde a cerca de 40 % das especies da classe Insecta, com cerca de 300.000 
especies ja descritas (GALLO et al., 2002). A Ordem Lepidoptera e o segundo maior 
grupo com mais de 150.000 especies (BUZZI, 2002). Esses grupos apresentam 
importantes especies consideradas pragas agricolas. Atualmente, ambos os grupos 
de insetos sao objetos de estudos que podem resultar em descobertas de 
importancia para a agricultura e a industria. 

As especies cuja microbiota simbiotica foi estudada Migdolus fryanus 
(besouro da raiz), Sphenophorus levis (bicudo), Telchin licus licus (broca-gigante) e 
Diatraea saccharalis, (broca-da-cana) sao pragas importantes de cana-de-agucar. 

O besouro da raiz da cana-de-agucar M. fryanus (Coleoptera: Cerambycidae), 
e uma das principals pragas dessa cultura, encontrado principalmente, no Centro-sul 
da America do Sul, nas regioes de solo arenoso (KASTEN et al. 1985; TERAN; 
NOVARETTI; KASTEN, 1983). O comportamento subterraneo das larvas que podem 
atingir ate 4 a 5 metros de profundidade e o ciclo biologico muito longo traz 
dificuldades para estudos de biologia e da flutuagao populacional. Dessa forma, o 
que se conhece sobre esse inseto refere-se apenas aos primeiros 60 cm de 
profundidade no solo (ARRIGONI et al., 1986; TERAN; NOVARETTI; KASTEN 
1984). Concomitantemente, em fungao da dificuldade de realizar estudos nas 
camadas mais profundas, presume-se que as informagoes ate agora obtida sobre o 
inseto sejam ainda incompletas. 

O bicudo da cana-de-agucar, S. levis (Coleoptera: Curculionidae), e uma 
importante praga dos canaviais no estado de Sao Paulo. Os danos sao causados 
pelas larvas que abrigam-se no interior do rizoma e danificam os tecidos. Em 
consequencia pode ocorrer a morte da planta e falhas nas brotagoes das soqueiras, 
com perdas de 20 a 30 toneladas de cana/ha/ano, alem de reduzir a longevidade do 
canavial (LEITE et al., 2005). 
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A broca gigante, T. licus licus (Lepdoptera: Castiniidae) danifica a cana 
abrindo galerias de baixo para cima ate 1/3 da altura do colmo da cana, deixando-o 
ocado, causando perdas na produgao agricola e industrial. Quando acaba a reserva 
no colmo, a larva migra para outro fazendo nova galeria de baixo para cima podendo 
danificar as touceiras resultando em falhas na brotagao e em casos de altas 
infestagoes, necessidade de reforma do canavial. Causa tambem o conhecido 
“coragao morto” na fase de brotagao das soqueiras. O clima influencia o aumento 
populacional, sendo que melhores distributes de chuva favorecem o ataque 
(BENEDINI; CONDE 2008). 

A broca-da-cana, D. saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) e a principal praga 
de cana-de-agucar no Brasil. As femeas ovipositam, preferencialmente, na parte 
dorsal das folhas. As lagartas recem eclodidas raspam as folhas e quando atingem o 
segundo fnstar penetram no colmo, abrindo galerias (PARRA, 1993). Uma infestagao 
no infcio da cultura (canas de ate quatro meses de idade) pode danificar a regiao 
meristematica da planta causando o sintoma conhecido como “coragao morto”, 
resultando em falhas nos canaviais (BRAGA, 2001). Alem dos prejufzos diretos 
causados como perda de peso, morte das gemas e aberturas de galerias nos 
colmos, a broca causa prejufzos indiretos ainda mais significativos, devido a 
penetragao de microrganismos (especialmente os fungos Fusarium moniliforme e/ou 
Colletotrichum falcatum) causadores de podridoes, que degradam a sacarose 
diminuindo a pureza do caldo e, consequentemente, reduzindo o rendimento da 
produgao de agucar (GALLO et al., 2002). 

Por estarem associadas a cultura da cana-de-agucar, o trato gastrointestinal 
desses insetos praga e uma rica fonte de prospecgao biotecnologica de novas 
linhagens de microrganismos com potencial para degradagao de substratos 
celulosicos, hemicelulosicos e lignocelulosicos podendo ser explorada para busca de 
novos biocataiizadores naturais. 

Considerando a provavel atividade celulolftica, hemicelulolftica e lignolftica de 
microganismos isolados em pragas que se alimentam de cana-de-agucar, o estudo 
descrito a seguir objetivou: (a) indentificar os microrganismos cultivaveis do trato 
intestinal de larvas de pragas de cana-de-agucar Migdolus fryanus (besouro da raiz), 
Sphenophorus levis (bicudo da cana), Telchin licus licus (broca-gigante) e Diatraea 
saccharalis (broca-da-cana), caracterizando a capacidade destes em degradar 
substratos celulosicos, hemicelulosicos e lignocelulosicos; (b) analisar a diversidade 
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filogenetica das leveduras isoladas associadas aos insetos citados utilizando a 
regiao D1/D2 da subunidade 26S rDNA (c) avaliar o potenciai de bioconversao de D- 
xilose em xiiitol e etanol de leveduras selecionadas. 
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2 REVISAO DE LITERATURA 

2.1 Os microganismos cultivaveis do tratogastrointestinal de insetos 


Devido a sua contmua exposigao ao ambiente externo, o trato intestinal dos 
insetos abriga uma ampla variedade de microrganismos. Uma vez no intestino, os 
microrganismos podem crescer, ser lisados por enzimas ou excretados (WALKER; 
GLEN; SHEWRY, 1999). Uma parte dos microrganismos e transiente sendo ingerida 
com o alimento e outros residem no trato digestivo. Estes ultimos exercem papeis 
importantes, ajudando a definir as caracteristicas metabolicas em insetos e 
contribuindo para o compartilhamento eficiente de nutrientes derivados (BRENNAN 
et al., 2004; VISOTTO, 2007). 

Ja em 1960, Steinhaus destacava os microrganismos como componentes 
importantes para a compreensao de aspectos envolvendo a bioquimica e fisiologia 
dos insetos. Os primeiros estudos realizados sobre simbiose inseto-bacteria 
consideraram apenas a relagao entre inseto e microrganismo patogenico e a 
consequente produgao de inseticidas microbianos. Posteriormente, as interagoes 
simbioticas nutricionais entre inseto-microrganismo passaram a ser amplamente 
pesquisadas em varios sistemas (BREZNAK; BRUNE, 1994; CRUDEN; 
MARKOVETZ, 1979; SCHULTZ; BREZNAK, 1978; DOUGLAS; MINTO; 
WILKINSON, 2001 ; GENTA et al., 2006). 

Simbiontes contribuem para reprodugao, digestao, nutrigao e produgao de 
feromonio (CAMPBELL, 1990; DASCH; WEISS; CHANG, 1984), podendo ainda 
detoxificar compostos (DOWD, 1992) atuando para quebrar a resistencia de plantas 
(KROKENE; SOLHEIM, 1998). Outras fungoes sao a prevengao de entrada de 
bacterias e fungos patogenicos e a produgao de semioquimicos importantes nas 
interagoes entre insetos, sendo estes, em alguns casos, usados como feromonios de 
agregagao (BRAND et al., 1975). Possiveis fungoes relacionadas a nutrigao incluem 
fixagao de nitrogenio, reciclagem de acido urico, metanogenese e acetogenese a 
partir de hidrogenio (H 2 ) e dioxido de carbono (C0 2 ) e a digestao de celulose e 
lignina (BRIDGES, 1981 ; OHKUMA; KUDO, 1996; AYRES et al., 2000). 
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Sabe-se que a contribuigao nutricional da microbiota intestinal pode ocorrer 
de varias formas proporcionando ao inseto maior habilidade de sobrevivencia em 
condigoes de dietas subotimas, o aumento da eficiencia da digestao, a aquisigao de 
enzimas digestivas e o abastecimento de vitaminas (DILLON; DILLON, 2004). 
Quando as baratas mudam de uma dieta de baixa protefna para uma dieta rica em 
fibras, ha uma diminuigao no numero de estreptococos e lactobacilos que habitam o 
intestino anterior (estomodeu) com uma diminuigao concomitante na produgao de 
lactato e acetato (KANE; BREZNAK, 1991). Da mesma forma, uma dieta rica em 
celulose provoca urn aumento na populagao de protozoarios no intestino posterior 
(proctodeu) da barata americana, Periplaneta americana (GIJZEN et al., 1994). 

Estes mecanismos reguladores podem operar ao mvel do citoplasma, 
controlando a atividade enzimatica envolvida, segundo a natureza da molecula 
enzimatica e do substrato onde os microrganismos estao crescendo (MONOD; 
CHANGEUX; JACOB, 1963). Este tipo de controle e util aos microrganismos, pois 
regula a sfntese das enzimas a mvel genetico, controlando sua produgao de acordo 
com as condigoes do ambiente. Isto e alcangado, por meio de mecanismos 
reguladores como indugao e repressao (JACOB; MONOD, 1961), evitando produgao 
e gasto de energia desnecessarios. 

Recentes pesquisas no campo da endossimbiose tern enfatizado a interagao 
entre microrganismos e seu hospedeiro na utilizagao de moleculas complexas, como 
celulose (WATANABE; TOKUDA, 2010). A capacidade para degradar a celulose e 
amplamente distribufda entre varios generos de eubacterias e fungos 
(MATTANOVICH et al., 2009). Por exemplo, os microganismos associados ao trato 
digestivo das diversas especies de cupins sao essenciais para a sobrevivencia 
desses insetos por serem fontes potenciais de enzimas que degradam celulose e 
lignina, fornecendo aos seus hospedeiros glicose e acidos graxos que serao 
utilizados como fonte de energia. Espiroquetas fornecem carbono, nitrogenio e 
energia necessarios para a nutrigao de cupins via acetogenese e fixagao de 
nitrogenio (BREZNAK, 2002). Novas xilanases com sequencias primarias nao usuais 
e novos dommios de funcionalidade desconhecida foram descobertas numa analise 
realizada com metodos independente de cultivo em tratos intestinais de insetos das 
ordens Isopetra e Lepdoptera (BRENNAN, et al., 2004). A analise filogenetica 
demonstrou uma diversidade consideravel entre as sequencias dessas enzimas e 
outras xilanases conhecidas, sugerindo que sao de origem microbiana. 
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Delalibera, Handelsman e Raffa (2005) documentaram a capacidade de 
degradagao de carboximetilceluiose por uma bacteria relacionada a Sphingobium 
yanoikuyae, isolada do trato intestinal do besouro Saperda vestita. As densidades 
populacionais do microrganismo no trato intestinal variaram entre 2.4 x 10 5 a 3.6 x 
10 6 UFC/ inseto, evidenciado-o como integrante nativo da microbiota de S. vestita. O 
mesmo estudo revelou forte atividade degradativa em dois isolados de fungos 
provenientes do intestino de adultos de S. vestita. 

No trato intestinal do besouro Tenebrio molitor, Qi, Chen e Wang (2011) 
encontraram sete isolados bacterianos, pertencentes a varios grupos 
(Acti nobacteria, Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria) com alta capacidade 
de degradagao aerobica de substratos lignocelulosicos. Os pesquisadores tambem 
mostraram que quando associados, os microrganismos apresentam poder de 
degradagao 2-5 vezes maior que quando testados individualmente. De forma 
semelhante, bacterias capazes de promover a degradagao da celulose isoladas do 
trato gastrointestinal de invertebrados como cupins, lesmas, lagartas e tragas 
mostraram ser eficientes em conjunto com Saccharomyces cerevisae para a 
fermentagao de celulose a etanol (GUPTA et al., 201 2). 

O papel funcional da microbiota digestiva normal dos insetos, comparada a 
dos seus patogenos obrigatorios ainda e pouco explorada - o que explica, em parte, 
uma das dificuldades no reconhecimento dos beneffcios dessa relagao (DILLON; 
DILLON, 2004). Urn entendimento pleno das complexidades dos biotopos 
gastrointestinal ainda e incompleto pois existem dificuldades associadas ao cultivo 
da minade de microrganismos envolvidos e a descrigao da fisiologia de cada 
especie. Para a grande maioria das especies de insetos-praga muito pouco ou nada 
se conhece sobre a diversidade e o papel funcional da microbiota digestiva 
(CAMPBELL, 1990). 

Apesar dos estudos com culturas de simbiontes serem uteis na determinagao 
de quais sao suas capacidades, estes podem nao refletir o que realmente ocorre no 
estado natural do hospedeiro (sub ou super expressando o que realmente 
acontece). A capacidade dos simbiontes em insetos tern sido estudada atraves do 
cultivo em substrato, detecgao colorimetrica ou estudos de indugao de enzimas. E 
apesar do uso de substratos biologicamente relevantes parecer mais apropriado, 
substratos indicadores tern sido muito uteis na determinagao do espectro da 
atividade enzimatica (VEGA; DOWND, 2005). 
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2.2 Importancia das leveduras cultivaveis do mesentero 


Inumeras associagoes entre animais invertebrados e microrganismos 
endossimbioticos foram descritas ao longo do seculo passado (BUCHNER, 1965; 
NARDON; GRENIER, 1989). Invertebrados dependem dos microrganismos para 
varias fungoes metabolicas, incluindo a smtese de aminoacidos, vitaminas, lipideos, 
esterois e feromonios, a degradagao de substratos nutricionais e a detoxificagao de 
compostos inibitorios. Nos ecossistemas terrestres encontram-se associagoes 
simbioticas inseto-fungo continuas que vao desde interagoes casuais em urn habitat 
compartilhado ate interagoes estritas, como endosimbiose obrigatoria. Diversas 
associagoes entre fungos e insetos estao bem estabelecidos (ISHIKAWA, 2003). 
Sao abundantes os relatos de fungos ascomicetos e basidiomicetos intimamente 
associados a insetos fitofagos das ordens Coleoptera, Homoptera, Hemiptera, 
Isoptera e Lepidoptera (BLACKWELL; JONES, 1997; NARDON; GRENIER, 1989; 
SCHAFER et al„ 1996; SUH et al„ 2003; ZHANG; SUH; BLACKWELL, 2003). Os 
microrganismos afetam profundamente as habilidades dos insetos em utilizar 
recursos nutricionais intrataveis e a ocupar habitats que de outra forma estariam 
indispomveis para eles (SUH et al., 2003). 

Interagoes inseto-fungo, especialmente aquelas entre leveduras ascomicetos 
e uma ampla variedade de insetos e comum (VEGA; DOWD, 2005). O trabalho de 
Steamer e colegas que abrange mais de 30 anos e revelou associagoes 
generalizadas de leveduras e insetos em diferentes habitats especializados. Estes 
incluem especies de leveduras cactofflicas e Drosophila (ANDERSON et al., 2003; 
LACHANCE; STARMER 1998;. STARMER; FOGLEMAN; LACHANCE, 1991) e 
Metschnikowia associadas a determinados visitantes florais, como besouros 
nitidu Ifdeos e especies de Drosophila (LACHANCE; BOWLES; STARMER, 2004; 
LACHANCE BOWLES; STARMER, 2003a, b, 2005; ROSA et al., 1999). 

Mais recentemente, leveduras associadas a insetos tern sido descobertas no 
trato digestivo de muitos coleopteros que se alimentam de fungos, e este habitat e 
interessante, nao apenas devido a sua elevada diversidade taxonomica, mas 
tambem pela possibilidade de que as leveduras participem em uma simbiose com o 
inseto nao reconhecida anteriormente (NGUYEN et al., 2006). Uma levedura 
intimamente relacionada com Pichia stipitis do trato intestinal de indivfduos do 
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besouro Odontotaenius disjunctus coletados desde o leste ate o meio-oeste dos 
EUA (mais da metade na area de distribuigao desse besouro na America do Norte) 
indicando que as duas especies estao estreitamente relacionadas. Membros do 
clado P. stipitis sao notaveis entre as leveduras com capacidade de fermentar e 
assimilar a xilose (JEFFRIES; KURTZMAN, 1994; KURTZMAN, 1990). Residuos de 
xilose formam a espinha dorsal do maior componente da parede celular, a 
hemicelulose e P. stipitis tern atraido ampla atengao em esforgos para melhorar a 
fermentagao de residuos de plantas para uso como alcool combustivel (JEFFRIES; 
JIN, 2000; NGUYEN et al., 2006; VAN DIJKEN et. al., 1986; WARD; SINGH, 2002). 

Abordagens modernas para identificagao de leveduras incluem analises de 
sequencias em regioes selecionadas do DNA de genes ribossomais e regioes 
espagadoras entre elas, da regiao D1/D2 do 26S rDNA, urn fragmento de 
aproximadamente 600-650 pb. Tipicamente, linhagens da mesma especie 
apresentam as sequencias D1/D2 identicas ou com menos de dois erros de 
correspondence (FELL et al. 2000). Para trazer uma perspectiva global das relagoes 
entre as especies, Kurtzman e Robnett (1998) compararam as sequencias da regiao 
D1/D2 do 26S rDNA. Dados de DNA utilizando dessa sequence revelaram que o 
trato intestinal dos insetos abriga uma espantosa diversidade de leveduras (LIM et 
al., 2005; SUH et al., 2005b; SUH, NGUYEN; BLACKWELL, 2005a). 

2.3 Bioconversao em produtos de alto valor agregado por microrganismos 


Materials lignocelulosicos sao fontes abundantes de compostos organicos, 
apresentando grande potencial de uso como materia-prima em processos industrials 
para a produgao de alimentos, combustiveis, insumos quimicos, enzimas e bens de 
consumo diversos (KRISHNA; REDDY; CHOWDARY, 2001). No Brasil, urn dos 
residuos lignocelulosicos mais abundantes e o bagago de cana-de-agucar; que 
apresenta em sua composigao 50 % de celulose, 25 % de hemicelulose e 25 % de 
lignina (PANDEY et al., 2000). Grande parte do bagago de cana-de-agucar e 
utilizada pela propria industria como fonte de energia, mas ha, entretanto, urn 
razoavel excedente desse material, o que motiva pesquisas visando seu 
aproveitamento. Uma potencial alternativa seria o emprego do bagago de cana-de- 
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agucar como materia-prima para a produgao de xilitol (SILVA et al., 1997). O xilitol e 
um poliol (C 5 H 12 05 ) com poder adogante semelhante ao da sacarose e superior ao 
de outros poliois como sorbitol e manitol. E encontrado como intermediario normal 
do metabolismo de carboidratos em marmferos (ciclo do acido glicuronico-xilulose) e 
tambem em pequenas quantidades em algumas frutas e legumes (HYVONEN; 
KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982). 

O xilitol pode ser produzido a partir de hidrolisados hemicelulosicos por 
redugao quimica ou fermentagao microbiana. A tecnologia atual para a produgao 
comercial baseia-se na redugao quimica da xilose ou hemicelulose, sob condigoes 
operacionais de elevada pressao e temperatura e separagao e purificagao do xilitol 
por metodos cromatograficos (AFFLECK, 2000; BRANCO, 2010). A via 
microbiologica de produgao tern sido estudada como uma alternativa para a sintese 
quimica de xilitol. Acredita-se que a via microbiologica resulta em custos menores de 
produgao quando comparada a via atuaimente utilizada - conduzida em condigoes 
de temperatura e pressao brandas, portanto, com menor gasto de energia e 
rendimentos mais elevados, baixo custo de separagao/purificagao e efluentes mais 
limpos - e no consequente aumento no uso do xilitol e de seus beneficios 
(SREENIVAS et al., 2004, 2006, 2007c; BRANCO, 2010). 

Diversas pesquisas tern sido direcionadas para uso de microrganismos na 
produgao de xilitol por via fermentativa a partir de hidrolisados. Sabe-se que 
determinadas bacterias (YOSHITAKE et al., 1971, 1976), fungos (DAHIYA, 1991), e 
leveduras (LEATHERS; GUPTA, 1997; KIM; KIM; OH, 1997; SILVA; MUSSATTO; 
ROBERTO, 2006; SREENIVAS et al., 2004, 2007b) sao capazes de reduzir a xilose 
em xilitol como um primeiro passo do metabolismo da D-xilose (HEIKKILA et al., 
1999). Entre os microrganismos, as leveduras sao consideradas os melhores 
produtores de xilitol destacando-se o genero Candida pela maior eficiencia de 
conversao (BIER et al., 2007; LIMA; FELIPE; TORRES, 2003). C. tropicalis ja foi 
caracterizada como uma linhagem promissora para produgao de xilitol, devido a sua 
alta taxa de absorgao de xilose e capacidade de produgao de xilitol (GRANSTROM; 
ARISTIDOU; LEISOLA, 2002; SREENIVAS et al., 2004). 

Leveduras produtoras de xilitol ja foram isoladas do trato intestinal de diversas 
especies de besouro (RAO; BHADRA; SHIVAJI, 2007; PRAKASHAM; RAO; HOB, 
2009; SREENIVAS et al., 2011; SUH; BLACKWELL, 2005). No trato intestinal de 
mariposas do genero Conopomorpha foram encontradas leveduras que 
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apresentaram alguma capacidade de metabolizagao do xilitol (THANH; HAI; 
LACHANCE, 2003, 2006). A prospecgao de novos microrganismos no trato 
gastrointestinal de diferentes insetos pode revelar mocroganismos com capacidade 
de produgao de xilitol ainda nao conhecidos. 
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3 MATERIAIS E METODOS 

3.1 Origem das larvas de Migdolus fryanus, Sphenophorus levis e Telchin 
licus licus e Diatraea saccharalis 


Foram utiiizadas 20 larvas no terceiro instar de Mydgolus fryanus e 
Sphenophorus levis coletadas, respectivamente, nas variedades de cana-de-agucar 
RB867515 em Maracai/SP (Usina Nova America) e variedade SP89-1115 coletadas 
em Iracemapolis/SP (Usina Iracema). Tambem foram coletadas 20 larvas no quinto 
instar de Telchin licus licus, na variedade SP80-3280 em Limeira/SP (Fornecedor 
Claudio Rosseti). 

No caso de Diatraea saccharalis, foram utiiizadas 64 lagartas no quinto fnstar 
coletadas em diferentes variedades de cana-de-agucar, a saber: SP83-2847, RB83- 
5054, SP79-1011, RB84-5210 (Bocaina/SP - Usina Santa Candida “Agucar e Alcool 
Ltd a”); RB86-7515, RB83-5054, RB93-5744, RB72-454, RB85-5453 (Tanabf/SP - 
Usina Guarani Agucar e Alcool); SP80-0185, RB83-5054, SP81-3250, SP81-3250, 
RB72-454, SP91-1049, RB86-7515, RB85-5453 (Luiz Antonio/SP - Central 
Energetica Moreno Agucar e Alcool Ltda.); RB83-5054, SP81-3250 (Piracicaba/SP - 
ESALQ/USP) e de criagao em dieta artificial do laboratorio de Patologia de Insetos 
do Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ/USP. 


3.2 Dissecagao das larvas 


As larvas foram processadas no Laboratorio logo apos a coleta para evitar a 
rapida decomposigao da cana-de-agucar pela agao de microrganismos como 
Fusarium moliniforme e Colletotrichum falcatum. Os insetos foram desinfetados 
superficialmente pela imersao em hipoclorito de sodio 2 % por urn minuto sendo, 
apos lavados por tres vezes em agua destilada esterilizada para a retirada de 
excesso de hipoclorito de sodio. A dissecagao ocorreu em camara de fluxo laminar 
usando tesouras de dissecagao fina e pingas. O mesentero foi disposto em 0,9 mL 
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solugao fisiologica (NaCI 0,85 %) esterilizada e triturado com auxflio de micro-pistilo 
plastico para retirada dos microrganismos aderidos a parede do tubo digestivo. 


3.2.1 Isolamento de colonias 


3.2.2.1 Obtengao e isolamento dos microrganismos cultivaveis do trato 
digestivo 


O triturado obtido foi utilizado de duas maneiras: puro e apos enriquecimento. 
O enriquecimento foi realizado utilizando-se uma alfquota do produto como inoculo 
em meio Ifquido base MS 4,3 g L" 1 (Murashige, Sigma-Aldrich) contendo uma das 
fontes de carbono, conforme descritos por Gamundi e Steciow (1988): (a) celulose 5 
g L" 1 (Carboximetilceluiose, baixa viscosidade, Sigma-Aldrich); (b) lignina 10 g L" 1 
(Lignina alcalina, Sigma-Aldrich); (c) xilano 5 g L" 1 (Xilano birchwood, Sigma-Aldrich). 
Tambem foi utilizado meio xilose composto por xilose 20 g L" 1 (D-xilose Sigma- 
Aldrich), extrato de levedura 6,7 g L' 1 , e cloranfenicol 2 mg L' 1 . 

Para obtengao das bacterias cultivaveis, foi realizado plaqueamento por 
superffcie em meio agar triptona de soja (TSA), em duplicata, utilizando uma alfquota 
de 100 pL. As placas foram incubadas a 28 °C por 1 a 7 dias, dependendo da taxa 
de crescimento dos microrganismos. 

Para obtengao das leveduras e fungos, uma alfquota de 100 pL do produto 
obtido na trituragao foi utilizada para plaqueamento por superffcie em meio agar 
dicloran, rosa bengala e cloranfenicol DRBC (Difco), em duplicata. As placas foram 
incubadas a 26 °C por 3 a 7 dias, dependendo da taxa de crescimento dos 
microrganismos. 

As colonias obtidas foram categorizadas com base na morfologia e por 
observagoes microscopicas. Pelo menos uma colonia de cada isolado obtido foi 
armazenada a -20 °C ou -80 °C em solugao de 10 % glicerol, para analises 
posteriores. 
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3.2.2.2 Isolamento de leveduras cultivaveis de regurgitado e fezes de Diatraea 
saccharalis 


Este ensaio foi delineado a partir das observagoes realizadas por 
Saldarriaga (2009) durante as dissecagoes do trato digestivo de D. saccharalis. 
Saldarriaga nao observou fibras de celulose na regiao do mesentero, sugerindo que 
o inseto, poderia ter o auxilio da microbiota no processo de utilizagao desse material. 
Como foram recorrentes as observagoes de leveduras contaminantes, resistentes a 
antibioticos, na criagao insetos de D. saccharalis em dieta artificial, propos-se a 
caracterizagao dos microrgranismos presentes tambem no regurgitado e fezes de 
larvas desse inseto. 

Inicialmente, 10 toletes de cana-de-agucar foram lavados e esterilizados em 
autoclave durante 15 minutos a 120 °C e 1 atm, reduzindo assim a probabilidade de 
contaminagao por organismos co-ocorrentes. Em camara de fluxo laminar, cada 
tolete foi furado, com auxilio de uma broca, na regiao entrenos com distancia 
minima de 5 cm das extremidades. Em seguida, ambas as extremidades foram 
protegidas com fita adesiva. 

Em cada tolete, uma larva no terceiro fnstar de D. saccharalis proveniente 
da criagao de laboratorio foi colocada em contato com o local e logo apos a 
infestagao, o furo foi bloqueado com tecido vo/7 e os toletes incubados em BOD por 
48 horas. 

Para a coleta, os toletes foram desinfetados com hipoclorito de sodio, 
levados a camara de fluxo laminar e abertos com o auxilio de uma faca. As larvas 
foram cuidadosamente removidas, desinfetadas superficialmente por imersao em 
hipoclorito de sodio 2 % durante urn minuto e lavadas tres vezes em agua destilada 
esterilizada para a retirada de excesso de hipoclorito de sodio. As fezes e o 
regurgitado foram coletados diretamente das galerias criadas pela broca-da-cana e 
armazenados separadamente em microtubos contendo solugao fisiologica (NaCI 
0,85 %) esterilizada. Na sequencia, os materias foram triturados com auxilio de 
micro-pistilo plastico para retirada dos microrganismos aderidos. 

Para obtengao das leveduras, uma alfquota de 100 pL do produto obtido na 
trituragao foi utilizada para plaqueamento por superffcie em meio agar dicloran, rosa 
bengala e cloranfenicol DRBC (Difco), em duplicata. As placas foram incubadas a 
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26 °C por 3 a 7 dias, dependendo da taxa de crescimento dos microrganismos. As 
colonias obtidas foram categorizadas com base na morfologia e por observagoes 
microscopicas. Pelo menos uma colonia de cada material obtido foi armazenada a - 
20 °C ou -80 °C em solugao de 10 % glicerol, para analises posteriores. 


3.3 Avaliagao in vitro da produgao de enzimas por microrganismos com a 
capacidade de degradar substratos celulosicos, hemicelulosicos e 
lignocelulosicos 


3.3.1 Meios de cultivo utilizados 

Todos os morfotipos isolados e identificados de cada larva de M. fryanus, S. 
levis e T. licus licus nas diferentes variedades e localidades foram testados quanto a 
capacidade de degradagao de celulose, hemicelulose e lignina como fontes de 
carbono, em meio de cultivo solido descritos por Gamundi e Steciow (1988). 

Para avaliagao da atividade celulolftica foi utilizado o meio composto por 
celulose 5 g L^Carboximetilcelulose, baixa viscosidade Sigma-Aldrich), meio base 
MS 4,3 g L" 1 (Murashige, Sigma-Aldrich) e agar 20 g L' 1 . Para avaliagao da atividade 
hemicelulolftica, foi utilizado meio composto por xilano 2 g L" 1 (Xilano, Birchwood. 
Sigma-Aldrich), meio base MS 4,3 g L" 1 (Murashige, Sigma-Aldrich) e agar 20 g L' 1 . 
Para avaliagao da atividade lignocelulolftica, foi utilizado meio com lignina comercial 
10 g L" 1 (Lignina alcalina, Sigma-Aldrich), meio base MS 4,3 g L" 1 (Murashige, Sigma- 
Aldrich) e agar 20 g L" 1 . 

As bacterias testadas foram inoculadas em placas de Petri com meio agar 
com adigao de suplemento (fonte de carbono) e crescidas a 35 °C durante 18 horas. 
As leveduras e fungos foram testados em meio semelhante, porem com extrato de 
levedura 3 g L' 1 e cloranfenicol 50 ppm e as placas foram incubadas a 30 °C por 48 
horas. Todos os testes foram realizados em triplicata. 


3.3.2 Verificagao da atividade enzimatica 
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A atividade de endoglicanase foi verificada apos a adigao de 5 mL de uma 
solugao de vermelho congo 1 g L" 1 sobre cada colonia e incubagao das placas a 
temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, a solugao de corante foi 
descartada e as placas foram descoradas com uma solugao de NaCI 1M por alguns 
minutos. Apos, as placas foram preenchidas com solugao de acido acetico 5 % por 
30 segundos e finalmente lavadas com solugao NaCI + EDTA por 3 horas. A 
degradagao da carboximetilcelulose ao redor da colonia foi caracterizada pela 
formagao de uma area clara e opaca contra uma coloragao vermelha para a 
carboximetilcelulose nao degradada. As zonas de hidrolise se estabilizam inundando 
as colonias com a solugao de acido acetico, que muda a cor do meio (celulose - 
degradada) para azul violaceo (GAMUNDI; STECIOW, 1988). 

Para a atividade de xilanase, foi utilizado o metodo semi-quantitativo 
estabelecido por Anagnostakis e Hanckin (1975). Para a visualizagao do halo de 
degradagao, foi utilizado como corante uma solugao de lodo (1 g l 2 ; 5 g Kl; 330 mL 
agua destilada), Apos o perfodo de incubagao, cobriu-se a superffcie das placas com 
cerca de 10 mL de solugao de iodo, aguardando-se cerca de 20 minutos para que 
ocorresse a reagao substrato/solugao. Os xilanos nao degradados adquirem uma 
coloragao escura, no entanto, a regiao da hemicelulose degradada, manifesta-se 
com urn halo bem definido, claro e diafano, ao redor da colonia (GAMUNDI; 
STECIOW, 1988). 

Para avaliar a atividade lignolftica, as placas com os isolados foram 
inundadas com solugao FeCI 3 10 g L" 1 e K 3 Fe(CN) 6 numa proporgao de 1:1, por 15 
minutos ao abrigo de luz. A lignina nao degradada fica de uma cor azul-esverdeado; 
no entanto, a desfenilizagao do produto se vislumbra como uma regiao de cor 
amarelo-verde ao redor e abaixo da colonia (GAMUNDI; STECIOW, 1988). 


3.3.3 Determinagao da atividade enzimatica 


As medigoes dos diametros dos halos de hidrolise e da colonia foram 
realizadas com paqufmetro (mm), colocado no reverso das placas de Petri. A 
atividade enzimatica dos microrganismos em cada subtrato foi avaliada atraves do 
fndice de atividade enzimatica (I.E.). O I.E. e urn parametro semi-quantitativo 
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comumente utilizado para avaliar a produgao de enzima por microrganismos em 
meio soiido (ANAGNOSTAKIS; HANKIN, 1975; LOPES et al., 2011; GOLDBECK et 
al., 2012). 

A atividade enzimatica extracelular foi avaliada mediante a relagao entre o 
diametro medio do halo de degradagao e o diametro medio da colonia e expressa 
como Indice enzimatico (I.E.) (CESKA, 1971; CHEN et al, 2004;. OLIVEIRA et al, 
2006a). Desse modo, quanto maior o Indice maior e a atividade enzimatica no meio. 

Para as avaliagoes, considerou-se I.E. > 1,0 indicativo de alguma alguma 
produgao enzimatica em meio soiido (FUNGARO; MACCHERONI, 2002); foram 
considerados microrganismos produtores de enzimas em meio soiido aqueles com 
I.E. > 2,0 (LEALEM; GASHE 1994; STAMFORD; ARAUJO; STAMFORD, 1998; 
OLIVEIRA et al., 2006b; OLIVEIRA et al., 201 0). 


3.4 Extragao e amplificagao do DNA 


3.4.1 Bacterias 


As bacterias foram cultivadas em 5 mL de meio triptona de soja (TSB, Difco) a 
10 g L _1 a 35 °C, em agitador orbital a 150 rpm por 24 horas. Uma allquota de 2 mL 
da suspensao celular foi centrifugada por 2 minutos a 10.000 x g e o preciptado 
recolhido. Esta etapa foi realizada duas vezes. Ao material celular foram acrescidos 
50 pL de solugao de lise (Promega), 80 pL de SDS 10 % e 0,5 g de silica (0,1 mm). 
Apos homogeneizagao em agitador tipo vortex por 1 minuto, foram adicionados 500 
pL de fenol a solugao e, em seguida, procedeu-se centrifugagao por 7 minutos a 
10.000 x g. A fragao superior da solugao recuperada, foram adicionados 500 pL de 
clorofane (25 fenol: 24 cloroformio: 1 alcool isoamllico), seguindo-se de 
centrifugagao por 7 minutos a 10.000 x g. Novamente, a fragao superior da solugao 
foi recuperada, sendo adicionados 500 uL de cloroformio, seguindo-se de 
centrifugagao por 7 minutos a 10.000 x g. A fragao superior recuperada, foram 
adicionados 400 pL de isopropanol e 4 pL de solugao NaCI 5M procedendo-se 
incubagao a 4 °C por 5 minutos e centrifugagao por 7 minutos a 10.000 x g. Nesta 
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etapa, ao precipitado recuperado foram adicionados 35 pl_ de agua ultrapurificada e 
70 pl_ de etanol 70 %. Procedeu-se uma centrifugagao por 7 minutos a 10.000 x g e 
apos descarte do sobrenadante, uma nova centrifugagao por 3 minutos a 10.000 x g. 
Apos secagem a temperatura ambiente, o DNA foi elufdo em 70 pL de agua 
ultrapurificada. 

As reagoes foram realizadas em urn volume final de 50 pL contendo IX 
tampao High Fidelity PCR Buffer (Invtrogen) [600 mM Tris-S0 4 (pH 8.9), 180 mM 
sulfato de amonio]; 7,0 mM de MgS0 4 ; 0,2 mM de cada dideoxinucleotfdeo (dNTP); 
0,2 mM de cada iniciador P027F 5’-GAGAGTTT GAT CCTGGCT CAG-3’ (HEUER et 
al., 1997) e R1387 5’-CGGT GT GT ACAAGGCCCGGGAACG-3’ (HEUER et al„ 
1997); 2,5 U taq Platinum (Invitrogen) e 2 pL do DNA de bacteriano. 

A reagao em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada com desnaturagao 
inicial de 94 °C por 4 minutos e em seguida, 30 ciclos com desnaturagao a 94 °C por 
45 segundos, anelamento a 62,5 °C por 1 minuto, e extensao a 72 °C por 1 minuto e 
extensao final a 72 °C por 7 minutos. Os produtos de PCR obtidos (~1,4 kb) foram 
confirmados em gel de agarose 1% e quantificados utilizando o marcador molecular 
Low Mass (Invitrogen), corados em solugao brometo de etfdio (1 ppm) e 
fotodocumentados. Os fragmentos obtidos foram purificados utilizando o kit Wizard ® 
SV Gel and PCR Clean-Up Sistem (Promega, EUA) e sequenciados (Item 3.6). 


3.4.2 Fungos filamentosos 


Para a extragao de DNA dos isolados empregou-se procedimento modificado 
de Sokolovskvy et al. (1990). Os fungos foram isolados em agar Sabouraud (peptona 
bacteriologica 5,0 g L' 1 ; hidrolisado enzimatico de casefna 5,0 g L' 1 ; dextrose 40,0 g 
L' 1 ; agar 15,0 g L" 1 ). Apos crescimento, o micelio foi triturado em nitrogenio Ifquido 
ate a obtengao de po e 20 mg foram resuspendidos em 600 pL de tampao de lise 
(0,2 M Tris-HCL pH 8,0; 0,25 M NaCL; 0,025 M EDTA; 1 % SDS). Apos 
homogeneizagao, 600 pL de fenokcloroformio (1:1 v/v) foram adicionados procedeu- 
se a centrifugagao por 15 minutos e 12000 rpm. A fragao superior recuperada, foram 
adicionados 500 pL de cloroformio, seguindo-se de nova centrifugagao por 15 
minutos e 10.000 x g. A fase aquosa recuperada foi adicionado 1 volume de 
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isopropanol e 10% do volume de acetato de potassio, procedendo-se 
homogeneizagao por inversao e centrifugagao por 5 minutos e 12000 rpm. Nessa 
etapa, o precipitado contendo DNA foi recuperado e lavado com 700 pL de etanol 
70% e centrifugado por 8 minutos e 10.000 x g. Apos secagem a temperatura 
ambiente, o DNA foi dilufdo em 25 pL de solugao Tris-HCL 10 mM e armazenado a - 
80° C. 

A regiao ITS do rDNA foi amplificada por nested PCR utilizando-se o DNA 
extrafdo e os seguintes iniciadores: primeira reagao: EF4 5’- 

AAGGG[G/A]TGTATTT ATT AG-3’ (SMIT et al„ 1999) e ITS4 5’- 
CAGG AG ACTT GT ACACGGT CCCAG-3’ (WHITE et al„ 1990) e para a segunda 
reagao: ITS1 5’-CTT GGT CATTT AG AGG AGT AA-3’ (WHITE et al„ 1990) e ITS2 5’- 
GCTGCGTT CTT CAT CGATGC-3’ (WHITE et al„ 1990). 

As reagoes foram realizadas em urn volume final de 50 pL contendo IX 
tampao High Fidelity PCR Buffer (Invtrogen) [600 mM Tris-S04 (pH 8.9), 180 mM 
sulfato de amonio]; 2,5 mM de MgS04; 0,5 mM de cada dideoxinucleotfdeo (dNTP); 
0,3 mM de cada iniciador e 2,5 U taq Platinum (Invitrogen). As condigoes de 
amplificagao para a primeira PCR foram: 94 °C por 5 minutos, seguidos de 34 ciclos 
de 94 °C por 5 minutos, 55 °C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto e 30 segundos, 
com extensao final de 72°C por 5 minutos. Para a segunda PCR: 94°C por 5 
minutos, seguidos de 34 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos, 
72 °C por 30 segundos, com extensao final de 72 °C por 5 minutos. Os produtos de 
PCR obtidos (~400kb) foram confirmados em gel de agarose 1% e quantificados 
utilizando o marcador molecular Low Mass (Invitrogen), corados em solugao brometo 
de etfdio (1,0 mg mL" 1 ) e fotodocumentados. Os fragmentos foram purificados 
utilizando o kit WizarcfSV Gel and PCR Clean-Up Sistem (PROMEGA, EUA) e 
sequenciados (Item 3.6). 


3.4.3 Leveduras 


O isolamento do DNA genomico total seguiu a metodologia descrita por 
Bhadra et al. (2007). As leveduras foram cultivadas em 5 mL de meio YEPD (extrato 
de levedura 10 g L" 1 ; peptona 20 g L' 1 ; dextrose 20 g L" 1 ; agar 20 g L" 1 e cloranfenicol 
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0,05 g L' 1 ) a 30 °C, em shaker sob agitagao de 150 rpm por 48 horas. Uma aliquota 
de 2 mL da suspensao celular foi centrifugada por 2 minutos a 11.000 x g e o 
preciptado recolhido. Esta etapa foi realizada duas vezes. A massa celular foi 
congelada a -80 °C e seguiu para liofiizagao por 24 horas. O material seco foi 
triturado com pistilo plastico e ressuspendido em 500 pL de tampao de lise e 50 pL 
de 2-mercaptanol. Apos homogeneizagao por inversao, foram adicionados 600 pL de 
solugao clorofane (25 fenol: 24 cloroformio: 1 alcool isoarmlico) a solugao e, em 
seguida, procedeu-se centrifugagao por 12 minutos a 8.000 x g. A fragao superior da 
solugao recuperada, foram adicionados 600 pL de clorofil (24 cloroformio: 1 alcool 
isoarmlico), seguindo-se de centrifugagao por 12 minutos a 8.000 x g. A fragao 
superior recuperada, foi adicionado 1 volume de etanol absoluto gelado, 
procedendo-se homogeneizagao por inversao e centrifugagao por 1 minuto a 8.000 x 
g. Nesta etapa, ao precipitado recuperado foram adicionados 500 pL de etanol 70% 
gelado. Apos secagem a temperatura ambiente, o DNA foi elufdo em 100 pL de 
agua ultrapurificada. 

As reagoes foram realizadas em urn volume final de 50 pL contendo: IX 
tampao High Fidelity PCR Buffer (Invtrogen) [600 mM Tris-S04 (pH 8.9), 180 mM 
sulfato de amonio]; 3,0 mM de MgS0 4 ; 0,2 mM de cada dideoxinucleotfdeo (dNTP); 
0,2 mM de cada iniciador NL1 5’-ATT AT CAAG CAG CGG AAG AG AAG -3’ 

(KURTZMAN; ROBNETT, 1997) e NL4 5’-GGT CCGT GTTT CAAGACGG-3’ 
(KURTZMAN; ROBNETT, 1997); 1,0 U taq Platinum (Invitrogen) el pL de DNA de 
levedura. A reagao em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em 30 ciclos com 
desnaturagao a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 56 °C por 45 segundos, e 
extensao a 72 °C por 1,5 minutos e extensao final a 72 °C por 7 minutos. Os 
produtos de PCR obtidos (~0,6 kb) foram confirmados em gel de agarose 1% e 
quantificados utilizando o marcador molecular Low Mass (Invitrogen), corados em 
solugao brometo de etfdio (1 ,0 mg mL" 1 ) e fotodocumentados. Os fragmentos obtidos 
foram purificados utilizando o kit WizarcfSV Gel and PCR Clean-Up Sistem 
(Promega, EUA) e sequenciados (Item 3.6). 


3.5 Sequenciamento do DNA 
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O sequenciamento de DNA a partir dos produtos de PCR foi realizado pelo 
Centro de Estudos do Genoma Humano (USP) na plataforma ABI 3730 DNA 
Analyser (Applied Biosystems) em capilares de 36 cm utilizando o polfmero POP7. 
Para amplificagao do produtos de PCR bacteriano, foi utiiizado o iniciador P027F 5’- 
GAGAGTTT GAT CCT GGCT CAG-3’ (HEUER et a!., 1997). Para amplificagao do 
produtos de PCR proveniente de fungos filamentosos, foi utiiizado o iniciador ITS1 
5’-TTTCCGTAGGTGAACCT-3’ (WHITE et al., 1990). Para amplificagao do produtos 
de PCR de leveduras, foram utilizados os iniciadores NL1 5’- 
ATTATCAAGCAGCGGAAGAGAAG-3’ (KURTZMAN; ROBNETT, 1997) e NL4 5’- 
GGT CCGT GTTT CAAG ACGG-3(KU RTZMAN ; ROBNETT, 1997). 

As reagoes de sequenciamento foram feitas utiiizado o BigDye® Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Invitrogen), em urn volume final de 10 pl_ contendo: 2pl_ 
de Ready Reaction Mix ; 1 pL de BigDye Sequencing Buffer, 1 pL de iniciador a 5pM 
e produto de PCR na concentragao de 25 ng pL" 1 de DNA. As condigoes de 
amplificagao foram: 96 °C por 1 minuto, seguidos de 25 ciclos de 96 °C por 10 
minutos, 50 °C por 5 segundos, 60 °C por 4 minutos. O DNA marcado foi purificado 
por precipitagao conforme descrito no protocoio do BigDye® Terminator v3. 1 Cycle 
Sequencing Kit e em seguida, encaminhado para o termociclador para a reagao de 
desnaturagao. As sequencias foram analisadas pelo software Sequencing Analysis 
5.3.1 utilizando o Base Caller KB. 


3.6 Analise das sequencias 


Apartir dos resuitados do sequenciamento obtidos para bacterias e fungos 
utilizando, respectivamente os iniciadores P027F e ITS1 foram submetidos a 
anaiises comparativas com sequencias do banco de dados GenBank do National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) pelo programa de alinhamento local do 
nucleotide BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et. al., 1990), 
obtendo- se a identificagao que apresentou meihores valores de e-value, 
similaridade. 
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Para as leveduras, a partir dos resultados do sequenciamento da regiao 
D1/D2 do gene 26S rDNA com os iniciadores NL1 e NL4 leveduras e leveduriformes, 
foram montadas sequencias consenso usando o programa BioEdit (HALL, 1999) a 
partir das sequencias obtidas nas diregoes direta e reversa. Nucleotfdeos 
divergentes ocorrendo na mesma posigao foram verificados nos cromatogramas das 
sequencias. As sequencias foram submetidas a analises comparativas com 
sequencias do banco de dados GenBank do National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) pelo programa de alinhamento local do nucleotide BLAST (Basic 
Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et. al., 1990), obtendo- se a identificagao 
que apresentou melhores valores de e-value, similaridade. 


3.7 Analises filogeneticas 


Foram realizadas pesquisas blastn locais contra o nucleotide BLAST 
(PRUITT, et al., 2007) no banco de dados usando as sequencias levedura como 
consultas. A fim de filtrar os resultados de pesquisa BLAST o ponto de corte foi 
fixado em 1x10-10 e a porcentagem de identidade com urn valor moderadamente 
restrito de 40 % para todas as analises. Todos os alinhamentos de sequencias foram 
realizadas utilizando Muscle 3,7 (EDGAR, 2004), com todos os parametros padrao, 
seguido de refinamento utilizando o software CLC BIO Viewer (www.clcbio.com). A 
precisao do alinhamento e da confiabilidade foi avaliada pela metodologia proposta 
por Hall (2008). 

Para a construgao da arvore, todos os alinhamentos foram analisados por 
inferencia bayesiana. As analises bayesianas foram realizados na versao parelala do 
CVS MrBayes 3,2 (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001). Cada inferencia, foi 
realizada usando usando-se o metodo de Monte Carlo - Cadeia de Markov, 
conjugado ao algorftmo de quatro cadeias de MCMC, constitufdo por 5.000.000 
geragoes com amostragem a cada 100 geragoes. O desvio padrao medio das 
frequences fracionadas foi utilizado para avaliar a convergence dos dois ensaios. 
As probablildades bayesianas posteriores foram calculadas a partir da regra 
consenso para maioria da arvore amostrada apos a perfodo inicial de burn-in. Todas 
as arvores com visualizagao grafica de arvores foram feitas usando MEGA5. 
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As analises feneticas Neighbor-Joining (N-J) (SAITOU; NEI 1987) foram 
aplicadas para obter graficamente a distancia fenetica dentro dos grupos-alvo e 
relacionados entre todas as sequencias. O software MEGA5 (TAMURA et al. 2011) 
foi aplicado para a computagao da matriz de distancias (das divergences evolutivas) 
, atraves da analise do numero de diferengas entre as bases por sftio de entre as 
sequencias. A analise envolveu quatro sequencias de nucleotidos. Todas as 
posigoes que continham lacunas e dados faltantes foram eliminados. O conjunto de 
dados final apresentou um total de 443 posigoes. A robustez de cada ramo das 
arvore de N-J foi determinada usando o teste nao-parametricos de Bootstrap 
(FELSENSTEIN, 1985), com 500 repetigoes. 


3.8 Avaliagao da conversao da xilose em xilitol e etanol 


3.8.1 Ensaio fermentativo 


Os ensaios fermentativos foram realizados no Laboratorio de Bioqmmica e 
Tecnologia de Leveduras (ESALQ /USP). Os isolados de M. fryanus e S. few's, 
utilizados nesse ensaio foram ativados em 3 ml_ de meio Ifquido YEPX (extrato de 
levedura 10 g L" 1 ; peptona 20 g L' 1 ; xilose 20 g L" 1 ) e incubados sob agitagao a 150 
rpm durante 48 horas e temperatura de 30 °C. Apos o crescimento, 100 pL de 
suspensao de cada cultura foram inoculados em 10 ml_ de meio YEPX novo, e 
cultivadas em agitador orbital a 150 rpm e 30 °C. Aliquotas foram removidas nos 
tempos pre-derminados 0, 20, 30 e 40 horas para as dosagens de biomassa 
consumo de xilose e produgoes de xilitol e etanol. Os isolados que apresentaram 
crescimento retardado, foram avaliados em 50 horas, quando toda a xilose foi 
consumida. A linhagem de Pichia stipitis NRRL-Y 7124 foi utilizada como controle da 
produgao de etanol. Para controle da produgao de xilitol foi utilizado dado da 
literatura do mesmo laboratorio onde foram feitas estas analises (LOURENQO, 
2009). 
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3.8.2 Metodos analiticos 


O crescimento celular foi acompanhado por turbidimetria a 600nm (SENE et 
al., 2000). Os teores de D-xilose, xilitol e etanol foram determinados por 
cromatografia Ifquida de alta performance (HPLC) empregando-se o equipamento 
CG-480C, municiado de coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) a 60 °C e detector de 
fndice de refragao (CG-410). Como fase movel foi empregado acido sulfurico 5 mM a 
urn fluxo de 0,60 ml_ min" 1 . 


3.8.3 Fator de conversao de D-xilose em xilitol e (Y/ps) e Produtividade 
volumetrica de xilitol (Qp) 


O fator de conversao, o qual expressa a massa de xilitol produzida por massa 
de xilose consumida, em gramas, foi calculado pela seguinte equagao: 


Y p/s = — 

H/ As 


Pf-Pi 

Sf-Si 


( 1 ) 


(2) Onde Pi e Pf correspondem as concentragoes inicial e final de xilitol (g L" 1 ) e Si e 
Sf correspondem as concentragoes inicial e final de xilose (g L" 1 ). 


A produtividade volumetrica de xilitol, a qual expressa a quantidade de xilitol 
produzida (g L" 1 ) por tempo (h) foi calculada de acordo coma seguinte equagao: 



Pf-Pi 

Tf-Ti 


( 3 ) 


(4) Onde Pi e Pf correspondem as concentragoes inicial e final de xilitol (g L" 1 ) eTie 
Tf correspondem aos tempos inicial e final de fermentagao. 
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4 RESULTADOS 


4.1 Isolamento 


Baseado nas caracteristicas morfologicas das coionias obtidas, foram 
isolados um total de 341 morfotipos, sendo 191 bacterias, 127 leveduras, 21 fungos 
e 2 organismos leveduriformes que foram testados quanto ao seu desempenho na 
degradagao de compostos iignoceluliticos. A maioria dos microrganismos isolados 
de M. fryanus, S. levis e T. licus licus foram bacterias (> 50 %) seguido por 
leveduras, sendo as proporgoes de bacterias, leveduras e fungos filamentosos 
semelhantes para as tres especies de insetos (Figura 1). Para D. saccharalis nao foi 
utilizado o meio TSA para bacterias e desta forma, aproximadamente 90 % dos 
microrganismos obtidos foram leveduras e 10 % fungos filamentosos. 


■ Bacterias ■ Leveduras ■ Fungos filamentosos ■ Leveduriformes 




M. fryanus 


0 % 20 % 40 % 60 % 80 % 100 % 

Figura 1 - Frequencies relativas de microrganismos cultivaveis isolados e testados 
para degradagao de compostos lignocelulosicos 
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4.2 A degradagao enzimatica de celulose, hemicelulose e lignina 


4.2.1 Bacterias 


Das 191 colonias de bacterias isoladas do trato digestivo das especies de 
insetos praga testadas, M. fryanus (92 isolados), S. few's (41 isolados) e T. licus licus 
(58 isolados), 25 apresentaram atividade enzimatica em ao meno um dos substratos 
acrescidos ao meio como fonte de carbono (celulose e xilano) (Tabela 1 e Tabela 2). 
M. fryanus, S. levise T. licus licus apresentaram, respectivamente, 12, 5 e 8 isolados 
com alguma capacidade de degradagao. 

O sequenciamento dos isolados que apresentaram atividade enzimatica 
revelou que as bacterias pertencem aos fiios Firmicutes e Proteobacteria, sendo que 
Firmicutes representa 91 %, 80 % e 62,5 % dos isolados sequenciados de M. 
fryanus, S. levis e T. licus licus, respectivamente. Os isolados de insetos do filo 
Proteobacteria pertencem todos a Classe Gammaprotobacteria. Em M. fryanus, as 
bacterias que apresentaram alguma degradagao pertencem todas ao genera 
Bacillus. Ja em S. few's e T. licus licus, o genera Bacillus aparece como mais 
abundante, mas foram identificados representantes dos generos Enterobacter e m S. 
few's e Enterobacter, Serratia e Citrobacter em T. licus licus. 

Nenhum isolado foi capaz de degradar lignina. Seis isolados apresentaram 
indices de atividade enzimatica muito elevados para a celulose, mais de 20 vezes 
superior ao halo da colonia, indicando alta smtese de enzima. Esses isolados 
apresentaram sequencia de 16S rRNA semelhantes a Bacillus sp., Bacillus 
amyloliquefaciens, Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae e Citrobacter 
farmeri. As bacterias que apresentaram maior capacidade de degradagao do xilano 
foram identificadas como proximas a Bacillus amyloliquefaciens, Enterobacter 
asburiae, Enterobacter clocae e Citrobacter farmeri. Para xilano, destacaram-se com 
I.E. > 2,0 isolados relacionados a Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus sp. 
e Bacillus amyloliquefaciens. Dois isolados identificados como proximos a Bacillus 
amyloliquefaciens apresentaram atividade enzimatica para celulose e xilano (Tabela 
2). A maioria das sequencias apresentou alta similaridade (> 97%) com especies 
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conhecidas. Apenas tres sequencias apresentaram similaridades < 94% indicando 
se nao se tratar de generos conhecidos. 


Tabela 1 - Identificagao por sequencias de rDNA 16S de bacterias cultivaveis do 
mesentero de Migdolus fryanus, Sphenophorus levis e Telchin licus licus que 
apresentaram degradagao de substratos lignocelulosicos 


Praga 

Isolado 

Acesso 1 

E-value 2 

ID (%) 3 

Identidade 4 

M. fryanus 

B42 

HM998898.1 

0.00E+00 

98% 

Bacillus cereus 


B45 

HM998898.1 

0.00E+00 

96% 

Bacillus cereus 


B48 

HM566575.1 

0.00E+00 

99% 

Bacillus sp. 


B50 

JQ795804.1 

0.00E+00 

95% 

Enterobacter asburiae 


B52 

DQ874993.1 

0.00E+00 

99% 

Bacillus sp. 


B55 

JQ669397.1 

0.00E+00 

99% 

Bacillus thuringiensis 


B56 

AB735995.1 

0.00E+00 

98% 

Bacillus amyloliquefaciens 


B86 

JQ229690.1 

0.00E+00 

99% 

Bacillus licheniformis 


B102 

AB735995.1 

0.00E+00 

99% 

Bacillus amyloliquefaciens 


B135 

AB735995.1 

0.00E+00 

1 00% 

Bacillus amyloliquefaciens 


B157 

Q340466.1 

2.00E-156 

92% 

Bacillus amyloliquefaciens 


B184 

JX041917.1 

0.00E+00 

98% 

Bacillus licheniformis 

S. levis 

B69 

AB735995.1 

0.00E+00 

99% 

Bacillus amyloliquefaciens 


B71 

AB735995.1 

0.00E+00 

98% 

Bacillus amyloliquefaciens 


B72 

EF219421.2 

0.00E+00 

93% 

Enterobacter cloacae 


B74 

AB735995.1 

0.00E+00 

99% 

Bacillus amyloliquefaciens 


B75 

AB735995.1 

0.00E+00 

99% 

Bacillus amyloliquefaciens 

T. licus licus B93 

HM06391 0.1 

0.00E+00 

99% 

Serratia sp. 


B96 

AB735995.1 

0.00E+00 

99% 

Bacillus amyloliquefaciens 


B97 

AB735995.1 

0.00E+00 

99% 

Bacillus amyloliquefaciens 


B103 

AB735995.1 

0.00E+00 

99% 

Bacillus amyloliquefaciens 


B114 

CP003026.1 

0.00E+00 

94% 

Enterobacter asburiae 


B115 

HE575920.1 

0.00E+00 

99% 

Citrobacter farmeri 


B124 

AB735995.1 

0.00E+00 

96% 

Bacillus amyloliquefaciens 


B176 

AB735995.1 

0.00E+00 

99% 

Bacillus amyloliquefaciens 


' Numero de acesso da sequencia no NCBI. 2 Expectation-value. 3 Valor de identidade entre as 
sequencias obtidas e as de maior similaridade no banco de dados. 4 Taxon definido pelo BLAST 


NCBI. 
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Tabela 2- Hidrolise in vitro de celulose e xilano por bacterias do trato digestivo de 
Migdolus fryanus, Sphenophorus levis e Telchin licus licus 


Praga 

Isolado 

Identidade 1 


IE 2 

Celulose 

Xilano 

M. fryanus 

B42 

Bacillus cereus 

10,1 

- 


B45 

Bacillus cereus 

- 

2,7 


B48 

Bacillus sp. 

- 

3,7 


B50 

Enterobacter asburiae 

14,0 

- 


B52 

Bacillus sp. 

- 

1,9 


B55 

Bacillus thuringiensis 

7,2 

- 


B56 

Bacillus amyloliquefaciens 

11,3 

- 


B86 

Bacillus licheniformis 

1,8 

1,3 


B102 

Bacillus amyloliquefaciens 

1,8 

1,4 


B135 

Bacillus amyloliquefaciens 

- 

1,4 


B157 

Bacillus amyloliquefaciens 

- 

1,7 


B184 

Bacillus licheniformis 

- 

1,7 

S. levis 

B69 

Bacillus amyloliquefaciens 

35,0 

1,9 


B71 

Bacillus amyloliquefaciens 

- 

1,7 


B72 

Enterobacter cloacae 

25,7 

- 


B74 

Bacillus amyloliquefaciens 

10,0 

- 


B75 

Bacillus amyloliquefaciens 

28,3 

1,4 

T. licus licus 

B93 

Serratia sp. 

1,0 

- 


B96 

Bacillus amyloliquefaciens 

2,0 

1,7 


B97 

Bacillus amyloliquefaciens 

1,8 

- 


B103 

Bacillus amyloliquefaciens 

1,7 

1,8 


B114 

Enterobacter asburiae 

15,3 

- 


B1 1 5 

Citrobacter farmeri 

27,3 

- 


B124 

Bacillus amyloliquefaciens 

25,5 

- 


B176 

Bacillus amyloliquefaciens 

_i_ kioni 

1,5 


'identidade realizada por BLAST nas sequencias de references do NCBI. 2 indice de Atividade 
Enzimatica (I.E.) expressa a relagao entre o diametro medio do halo de degradagao e o diametro 
medio da colonia 


4.2.2 Fungos filamentosos 


Vinte e um isolados de fungos filamentosos proveniente do trato digestivo de 
M. fryanus (8 isolados), S. levis (6 isolados), T. licus licus (2 isolados) e D. 
saccharalis (5 isolados) foram testados para verificagao de atividade em substratos 
lignocelulosicos. Dentre os fungos filamentosos, todos os isolados pertencem ao filo 
Ascomycota. 
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Seis isolados apresentaram alguma degradagao para celulose ou xilano e 
tiveram as sequencias analisadas relacionadas aos generos Pyrenophora, 
Aspergillus e Penicillium. Os 6 isolados de fungos filamentosos apresentaram indice 
de atividade enzimatica I.E. > 2,0 para xilano e apenas um isolado aprsentou 
atividade celulolitica (FI 7). Nao foi observado crescimento dos fungos filamentosos 
no meio com lignina (Tabelas 4 e 5). 


Tabela 3 - Composigao das comunidades de fungos filamentosos cultivaveis do 
mesentero de Mlgdolus fryanus, Sphenophorus levis, Telchin licus licus e Diatraea 
saccharalis identificadas por sequencias da regiao ITS do rDNA 


Praga 

Isolado 

Acesso 1 

E-value 2 

ID (%) 3 

Identidade 4 

M. fryanus 

F3 

NW 002196671.1 

5.00E-52 

83% 

Penicillium marneffei 

S. levis 

FI 2 

NC 007197.1 

2.00E-30 

87% 

Aspergillus fumigatus 


F21 

NW 003521702.1 

5.00E-27 

78% 

Pyrenophora teres f. teres 

T. licus licus 

FI 3 

NW 003521702.1 

2.00E-27 

78% 

Pyrenophora teres f. teres 

D. saccharalis 

FI 7 

NW 003521702.1 

1.00E-32 

78% 

Pyrenophora teres f. teres 


FI 8 

NC 007197.1 

2.00E-30 

"Z i-' ax: 

87% 

.. ... 3 

Aspergillus fumigatus 


' Numero de acesso da sequencia no NCBI. 2 Expectation-value. :i Valor de identidade entre as 
sequencias obtidas e as de maior similaridade no banco de dados. 4 Taxon definido pelo BLAST 


NCBI. 


Tabela 4 - Hidrolise in vitro de celulose e xilano por fungos filamentosos do trato 


digestivo de Migdolus fryanus, Sphenophorus levis, Telchin licus licus 
saccharalis 

e Diatraea 

Praga 

Isolado 

Identidade 1 


IE 2 





Celulose 


Xilano 

M. fryanus 

F3 

Penicillium marneffei 

- 


2,1 

S. levis 

FI 2 

Aspergillus fumigatus 

- 


2,3 


F21 

Pyrenophora teres f. teres 

- 


2,4 

T. licus licus 

FI 3 

Pyrenophora teres f. teres 

- 


3,0 

D. saccharalis 

F17 

Pyrenophora teres f. teres 

1,6 


- 

1 . . 7 - ; ; TT 

FI 8 

Aspergillus fumigatus 

- 


2,6 


1 Identidade realizada por BLAST nas sequencias de references do NCBI. 2 Indice de Atividade 
Enzimatica ( (I.E.) expressa a relagao entre o diametro medio do halo de degradagao e o diametro 
medio da colonia. 
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4.2.3 Leveduras e organismos leveduriformes 


Um total de 128 isolados entre leveduras e organismos leveduriformes 
isolados do mesentero de M. fryanus (38 isolados), S. few's (21 isolados), T. licus 
licus (27 isolados) e D. saccharalis (42 isolados) foram testados para degradagao 
lignocelulftica. 

Os isolados foram relacionados a nove generos: Meyerozyma, Candida, 
Scheffersomyces, Pichia, Aureobasidium, Rhodotorula, Cryptococcus, Tremellae e 
Prototheca (Figura 3). Dentre leveduras, apenas 6 % dos isolados pertencem ao filo 
Basidiomycota, sendo o restante pertencente ao filo Ascomycota. Os dois 
organismos leveduriformes, isolados de S. tews, pertencem a divisao Charophyta 
famflia Chlorellaceae. 

Com relagao as leveduras cultivaveis, os microrganismos relacionaram-se 
majoritariamente aos generos Meryerozyma e Candida, que correspondem a, 
respectivamente, 43,3 %, e 38,6 % de todos os isolados (Figura 2). Sequencias 
relacionadas a Candida intermedia foram encontradas em todas as especies de 
insetos testadas. A analise das sequencias evidenciou um maior numero de 
especies de leveduras cultivaveis no mesentero de D. saccharalis em comparagao 
aos outros insetos. 

Verificou-se 39 isolados com alguma produgao enzimatica em meio solido: 19 
isolados de M. fryanus ; 7 isolados de S. tews; 7 isolados de T. licus licus e 6 isolados 
de D. saccharalis. Em M. fryanus encontrou-se o maior numero de isolados com 
produgao enzimatica sobre os substratos (Figura 3). 

Para o meio de celulose, dentre as 22 leveduras que apresentaram halos em 
meio solido, tres tiveram indices de atividade enzimatica (I.E.) maiores que 2,0. No 
meio de xilano, 23 isolados apresentaram halos de degradagao e oito deles tiveram 
I.E > 2,0. Dois isolados, L7 e LI 07, apresentaram atividade enzimatica para celulose 
e xilano. Os isolados que apresentaram resultados relevantes nos meios testados 
foram relacioandos as especies Meriozyma guiliermondii, Cryptococcus laurentti, 
Candida pseudointermedia, Candida parapsilosis, Candida so I an i e Aureobasidium 
pullulans (Tabela 6). 

Em D. saccharralis, foram observadas diferengas na degradagao das fontes 
de carbono entre aqueles isolados de insetos de campo e de criagao de laboratorio, 
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cujas sequencias foram relacionadas a Meyerozyma guilliermondii. Os isolados 
provenientes da criagao em laboratories recuperados do tubo digestivo (LI 33) em 
regurgitado (LI 34) e excremento (LI 35) nao apresentaram degradagao da celulose, 
caractenstica que foi exclusiva do isolado coletado de inseto proveniente de campo 
(LI 25). 

Os organismos leveduriformes nao apresentaram atividade enzimatica 
expressiva nos compostos testados. 


■ Meyerozyma ■ Candida ■ Scheffersomyces ■ Pichia 

■ Aureobasidium m Rhodotorula ■ Cryptococcus ■ Tremella 



Figura 2 - Frequences relativas dos generos identificados por sequenciamento das 
leveduras cultivaveis encontradas nos insetos 
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Total isolados ■ Isolados com capacidade degradativa 

D. saccharalis 


T. licus licus 


S levis 


M. fryanus 


0% 20% 40% 60% 80% 100% 


Figura 3 - Relagao entre total de leveduras isoladas e aquelas que apresentaram 
degradagao positiva para compostos lignoceluiosicos 



Tabela 5 - Leveduras cultivaveis do mesentero de Migdolus fryanus, Sphenophorus 
levis, Telchin licus licus e Diatraea saccharalis identificadas por sequencias da 


regiao D1/D2 do 26S rDNA 



continua 

Praga 

Iso lad o 

Acesso 1 

E-value 2 

ID (%) 3 

Identidade 4 

M. fryanus 

LI 

JQ398673.1 

0.00E+00 

91% 

Meyerozyma guilliermondii 


L2 

FJ986609.1 

0.00E+00 

100% 

Candida pseudointermedia 


L3 

JQ398673.1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 


L4 

JQ398673.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L5 

FJ475226.1 

0.00E+00 

100% 

Meyerozyma guilliermondii 


L6 

FN428921 .1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 


L7 

FJ986609.1 

0.00E+00 

98% 

Cryptococcus laurentii 


L8 

JQ398673.1 

0.00E+00 

99% 

Candida pseudointermedia 


L9 

JQ398673.1 

0.00E+00 

92% 

Meyerozyma guilliermondii 


L10 

FJ986609.1 

0.00E+00 

92% 

Meyerozyma guilliermondii 


L1 1 

GU373754.1 

0.00E+00 

99% 

Candida pseudointermedia 


LI 2 

JQ398673.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


LI 3 

FJ986609.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


LI 4 

GU373754.1 

0.00E+00 

99% 

Candida pseudointermedia 


LI 5 

HM988720.1 

0.00E+00 

98% 

Meyerozyma guilliermondii 


LI 6 

FJ986609.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


LI 7 

FJ986609.1 

0.00E+00 

99% 

Candida pseudointermedia 


LI 8 

JQ398673.1 

0.00E+00 

99% 

Candida pseudointermedia 


LI 9 

JQ398673.1 

0.00E+00 

100% 

Meyerozyma guilliermondii 


L20 

GU373754.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L21 

FN428921 .1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L22 

JQ398673.1 

0.00E+00 

99% 

Cryptococcus laurentii 
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Tabela 5 - Leveduras cultivaveis do mesentero de Migdolus fryanus, 
Sphenophorus levis, Telchin licus licus e Diatraea saccharalis identificadas por 
sequencias da regiao D1/D2 do 26S rDNA 


continuagao 


Praga 

Isolado 

Acesso 1 

E-value 2 

ID (%) a 

Identidade 4 

M. fryanus 

L23 

GU373754.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L24 

FJ986609.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L25 

FJ986609.1 

0.00E+00 

99% 

Candida pseudointermedia 


L26 

JQ678690.1 

0.00E+00 

99% 

Candida pseudointermedia 


L27 

FN428921 .1 

0.00E+00 

98% 

Meyerozyma guilliermondii 


L78 

FN428921 .1 

0.00E+00 

99% 

Cryptococcus iaurentii 


L79 

JQ398673.1 

0.00E+00 

99% 

Cryptococcus Iaurentii 


L80 

FJ432595.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L81 

GU373754.1 

0.00E+00 

96% 

Scheffersomyces spartinae 


L82 

GU373754.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L83 

GU373754.1 

0.00E+00 

1 00% 

Meyerozyma guilliermondii 


L84 

GU373754.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L85 

AB61 7937.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L87 

JQ398673.1 

0.00E+00 

97% 

Aureobasidium pullulans 


L88 

JQ398673.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L_ 

JQ678690.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 

S. levis 

L28 

JQ678690.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L29 

JQ678690.1 

0.00E+00 

93% 

Meyerozyma guilliermondii 


L30 

JQ678690.1 

0.00E+00 

1 00% 

Meyerozyma guilliermondii 


L31 

JQ678690.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L32 

FJ432595.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L33 

AB281307.1 

0.00E+00 

99% 

Scheffersomyces spartinae 


L34 

JQ689045.1 

0.00E+00 

1 00% 

Candida intermedia 


L35 

GU373754.1 

0.00E+00 

99% 

Scheffersomyces spartinae 


L36 

JQ398673.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L37 

JQ398673.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L38 

AB281 307.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 


L40 

AB281 307.1 

0.00E+00 

1 00% 

Candida intermedia 


L41 

AB281 307.1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 


L43 

AB61 7984.1 

0.00E+00 

97% 

Candida intermedia 


L44 

AB281 307.1 

7.00E-1 61 

99% 

Candida sorboxylosa 


L45 

- 

- 

- 

Nao identificado 


L46 

AB61 7984.1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 


L47 

H M 1 91 674.1 

2.00E-1 56 

97% 

Candida sorboxylosa 


L48 

DQ466529.1 

1.00E-16 

92% 

Meyerozyma guilliermondii 


L49 

AB281 307.1 

6.00E-1 67 

98% 

Candida sorboxylosa 

T. licus licus 

L50 

AF53061 4.1 

0.00E+00 

98% 

Candida intermedia 


L51 

AB281 307.1 

0.00E+00 

99% 

Pichia sp. 


L52 

AF53061 4.1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 


L53 

FJ432595.1 

0.00E+00 

99% 

Pichia sp. 


L54 

AB281307.1 

0.00E+00 

99% 

Scheffersomyces spartinae 


L55 

EF550336.1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 


L56 

AF53061 4.1 

0.00E+00 

99% 

Candida solani 


L57 

AF53061 4.1 

0.00E+00 

99% 

Pichia sp. 


L58 

AF53061 4.1 

0.00E+00 

99% 

Pichia sp. 


L59 

AB281 307.1 

0.00E+00 

99% 

Pichia sp. 


L60 

AB281307.1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 


L61 

JN031 578.1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 


L62 

HE605209.1 

0.00E+00 

99% 

Candida tropicalis 
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Tabela 5 - Leveduras cultivaveis do mesentero de Migdolus fryanus, 
Sphenophorus levis, Telchin licus licus e Diatraea saccharalis identificadas por 
sequencias da regiao D1/D2 do 26S rDNA 


Praga 

T. licus licus 


D. saccharalis 


continuapao 


Iso lad o 

Acesso 

E-value 

ID (%) J 

Identidade 

L63 

AB281 307.1 

0.00E+00 

93% 

Candida parapsilosis 

L64 

AB281 307.1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 

L65 

HE605209.1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 

L66 

AB281 307.1 

0.00E+00 

93% 

Candida parapsilosis 

L68 

AB281 307.1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 

L69 

JN544014.1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 

L70 

AB281 307.1 

0.00E+00 

99% 

Candida solani 

L71 

AB281 307.1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 

L72 

AB281 307.1 

0.00E+00 

1 00% 

Candida intermedia 

L74 

AB281 307.1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 

L75 

AF530614.1 

0.00E+00 

99% 

Candida intermedia 

L76 

FJ468448.1 

0.00E+00 

99% 

Pichia sp. 

L89 

EU598220.1 

0.00E+00 

93% 

Scheffersomyces spartinae 

L90 

FN428936.1 

0.00E+00 

99% 

Aureobasidium pullulans 

L91 

GU373754.1 

0.00E+00 

99% 

Tremella aft. Globispora 

L92 

GU373754.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 

L93 

GU373754.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 

L94 

FN428936.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 

L95 

JQ398673.1 

0.00E+00 

99% 

Tremella aft. globispora 

L96 

JQ965868.1 

0.00E+00 

96% 

Meyerozyma guilliermondii 

L97 

JQ398673.1 

0.00E+00 

96% 

Meyerozyma guilliermondii 

L98 

JQ398673.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 

L99 

FJ986609.1 

0.00E+00 

91% 

Meyerozyma guilliermondii 

LI 00 

JQ398673.1 

0.00E+00 

98% 

Candida pseudointermedia 

LI 01 

FJ986609.1 

0.00E+00 

97% 

Meyerozyma guilliermondii 

LI 02 

FJ986609.1 

0.00E+00 

99% 

Candida pseudointermedia 

LI 03 

AB281 307.1 

5.00E- 

175 

87% 

Candida pseudointermedia 

LI 04 

GU373782.1 

0.00E+00 

94% 

Candida intermedia 

LI 05 

EF643571 .1 

0.00E+00 

99% 

Candida tropicalis 

LI 06 

JQ81 4786.1 

0.00E+00 

99% 

Rhodotorula mucilaginosa 

LI 07 

JQ398673.1 

0.00E+00 

99% 

Aureobasidium pullulans 

LI 08 

HM988720.1 

8.00E- 

133 

82% 

Meyerozyma guilliermondii 

LI 09 

GU373754.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 

L1 11 

GU373754.1 

0.00E+00 

1 00% 

Meyerozyma guilliermondii 

L1 12 

FJ986609.1 

0.00E+00 

98% 

Meyerozyma guilliermondii 

L1 1 3 

FJ986609.1 

0.00E+00 

99% 

Candida pseudointermedia 

L1 14 

GU373754.1 

0.00E+00 

99% 

Candida pseudointermedia 

L1 15 

GU373782.1 

0.00E+00 

98% 

Meyerozyma guilliermondii 

L1 16 

FJ483892.1 

0.00E+00 

99% 

Candida tropicalis 

L1 17 

GU373754.1 

4.00E-66 

77% 

Candida tropicalis 

L1 18 

FJ986609.1 

0.00E+00 

97% 

Meyerozyma guilliermondii 

L1 19 

EU598220.1 

0.00E+00 

99% 

Candida pseudointermedia 

LI 20 

GU373754.1 

0.00E+00 

96% 

Aureobasidium pullulans 

LI 21 

GU373754.1 

0.00E+00 

99% 

Meyerozyma guilliermondii 

LI 22 

GU373754.1 

0.00E+00 

1 00% 

Meyerozyma guilliermondii 

LI 23 

JQ398673.1 

0.00E+00 

98% 

Meyerozyma guilliermondii 

LI 24 

JQ398673.1 

0.00E+00 

90% 

Meyerozyma guilliermondii 
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Tabela 5 - Leveduras cultivaveis do mesentero de Migdolus fryanus, 
Sphenophorus levis, Telchin licus licus e Diatraea saccharalis identificadas por 
sequencias da regiao D1/D2 do 26S rDNA 

conclusao 


Praga 

Isolado 

Acesso 1 

E-value 4 

ID (%) 4 

Identidade 4 

D. saccharalis 

LI 25 

JN181254.1 

0.00E+00 

92% 

Meyerozyma guilliermondii 


LI 27 

JQ1 80256.1 

0.00E+00 

98% 

Meyerozyma guilliermondii 


LI 28 

FN428866.1 

0.00E+00 

1 00% 

Candida sp. 


LI 29 

AB499000.1 

0.00E+00 

95% 

Cryptococcus flavescens 


LI 30 

AB499000.1 

0.00E+00 

95% 

Candida intermedia 


LI 31 

JQ398673.1 

0.00E+00 

95% 

Candida akabanensis 


LI 33 

JQ965868.1 

0.00E+00 

98% 

Meyerozyma guilliermondii 


LI 34 

JQ965868.1 

0.00E+00 

96% 

Meyerozyma guilliermondii 

1 M/. _l 

LI 35 

JQ965868.1 

. .. . A . : Kim 

0.00E+00 

i 2 i — 

95% 

i.! . 1. . 

Meyerozyma guilliermondii 

<3 \ i i .. i : i . i i . i.. 


' Numero de acesso da sequencia no NCBI. 2 Expectation-value. a Valor de identidade entre as 
sequencias obtidas e as de maior similaridade no banco de dados. 4 Taxon definido pelo BLAST 


NCBI. 


Tabela 6 - Hidrolise in vitro de celulose e xilano por leveduras do trato digestivo de 
Migdolus fryanus, Sphenophorus levis, Telchin licus licus e Diatraea saccahralis 


Praga 


M. fryanus 


S. levis 


Isolado Identidade 1 


continua 

IE 2 

Celulose Xilano 


L3 

Candida intermedia 

1,4 

- 

L4 

Meyerozyma guilliermondii 

1,0 

3,0 

L5 

Meyerozyma guilliermondii 

1,1 

- 

L7 

Cryptococcus laurentii 

3,0 

3,1 

L9 

Meyerozyma guilliermondii 

- 

2,3 

L1 1 

Candida pseudointermedia 

- 

2,0 

LI 3 

Meyerozyma guilliermondii 

1,2 

- 

L14 

Candida pseudointermedia 

1,2 

- 

LI 5 

Meyerozyma guilliermondii 

1,4 

- 

LI 7 

Candida pseudointermedia 

1,1 

- 

L20 

Meyerozyma guilliermondii 

1,2 

3,2 

L22 

Cryptococcus laurentii 

- 

3,6 

L24 

Meyerozyma guilliermondii 

1,3 

- 

L25 

Candida pseudointermedia 

1,0 

- 

L26 

Candida pseudointermedia 

1,7 

- 

L78 

Cryptococcus laurentii 

- 

3,0 

L79 

Cryptococcus laurentii 

- 

3,2 

L81 

Scheffersomyces spartinae 

- 

1,1 

L88 

Meyerozyma guilliermondii 

- 

1,2 

L31 

Meyerozyma guilliermondii 

1,6 

- 

L36 

Meyerozyma guilliermondii 

1,4 

1,5 

L37 

Meyerozyma guilliermondii 

1,3 

2,2 

L38 

Meyerozyma guilliermondii 

1,4 

1,9 

L45 

Nao identificado 

- 

1,8 

L46 

Candida intermedia 

- 

1,7 

L48 

Meyerozyma guilliermondii 

- 

1,6 

L56 

Candida solani 

- 

1,5 
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Tabela 6 - Hidrolise in vitro de celulose e xilano por leveduras do trato digestivo de 
Migdolus fryanus, Sphenophorus levis, Telchin licus licus e Diatraea saccahralis 

conclusao 


Praga 

Isolado 

IHontiHoHo ^ 

IE 2 


Celulose 

Xilano 

T. licus licus 

L63 

Candida parapsilosis 

- 

1,6 


L70 

Candida solani 

- 

2,2 


L71 

Candida intermedia 

1,4 

0,3 


L74 

Candida intermedia 

- 

1,6 


L76 

Pichia sp. 

- 

1,4 


LI 07 

Aureobasidium pullulans 

3,3 

2,3 

D. saccharalis 

L1 17 

Candida tropicalis 

1,9 

1,8 


LI 20 

Aureobasidium pullulans 

1,8 

1,8 


LI 25 

Meyerozyma guilliermondii 

2,5 

1,8 


LI 33 

Meyerozyma guilliermondii 

- 

1,6 


LI 34 

Meyerozyma guilliermondii 

- 

2,6 


LI 35 

Meyerozyma guilliermondii 

_ k i/*»m Zi i! 

3,0 


'identidade realizada por BLAST nas sequencias de references do NCBI. 2 indice de Atividade 
Enzimatica (I.E.) expressa a relagao entre o diametro medio do halo de degradagao e o diametro 
medio da colonia. 


Tabela 7 - Identidade dos organismos leveduriformes cultivaveis isolados de 
Sphenophorus levis identificadas por sequencias da regiao D1/D2 do 26S rDNA 


Praga 

Isolado 

Acesso 1 

E-value 2 

ID (%) 3 

Identidade 4 

S. levis 

L39 

AB097095.1 

O.OOE+OO 

93% 

Prototheca zopfii var. hydrocarbonea 


L77 

AB097095.1 

O.OOE+OO 

99% 

2 r-. .. 

Prototheca zopfii var. hydrocarbonea 


' Numero de acesso da sequencia no NCBI. 2 Expectation-value. :i Valor de identidade entre as 
sequenci.as obtidas e as de maior similaridade no banco de dados. 4 Taxon definido pelo BLAST 


NCBI. 


Tabela 8 - Hidrolise in vitro de celulose e xilano por organismos leveduriformes do 
trato digestivo de Sphenophorus levis 


Praga 

Isolado 

Identidade 

IE 2 

Celulose 

Xilano 

S. levis 

L39 

Prototheca zopfii var. hydrocarbonea 

1,3 

1,5 

1.1 

L77 

Prototheca zopfii var. hydrocarbonea 

1,9 


'identidade realizada por BLAST nas sequencias de references do NCBI. 2 indice de Atividade 
Enzimatica (I.E.) expressa a relagao entre o diametro medio do halo de degradagao e o diametro 
medio da colonia. 
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4.3 Analise filogenetica das leveduras e organismos leveduriformes 


A verificagao das relagoes entre as leveduras e microrganismos 
leveduriformes isolados dos insetos foi realizada atraves da arvore consenso criada 
por inferencia bayesiana com as sequencias do BLASTn de maior similaridade 
(Figura 4). De forma geral, as sequencias dos isolados que foram relacionadas a 
uma determinada especie por BLAST ficaram agrupadas, corroborando com sua 
identidade e separagao taxonomica em relagao a outros grupos. Entre os isolados, 
11 apresentam sequencia identica com as sequencias referenda utilizadas; 87 
mostraram ate 1 % de diferenga com sequencias referenda utilizadas; 25 isolados 
apresentaram entre 2-10 % de direfenga e 4 isolados apresentaram entre 1 1 e 23 % 
de diferenga com sequencias referenda utilizadas (Tabela 5). 

Em seguida, a distribuigao do carater de degradagao entre os isolados foi 
estudada em uma arvore consenso criada por analise bayesiana das sequencias de 
leveduras e organismos leveduriformes isolados dos insetos praga. A degradagao 
tanto da celulose quanto do xilano aparecem como carateres distribufdos entre os 
microrganismos isolados nas especies de insetos testadas. E nftida a predominance 
de isolados de M. fryanus com atividade enzimatica em meio de xilano. 

Atraves do software MEGA 5,0 (TAMURA et al., 2011) foi calculada a 
distancia evolutiva sobre pares de sequencias entre grupos (dentro das especies 
pre-estabelecidas pelo BLASTn) com a finalidade de verificar a divergencia entre 
esses grupos nos insetos estudados. De forma geral, a distancias entre as 
sequencias nos grupos variaram de 0 % a 20,1 %. (APENDICE A). 

Uma vez que utilizagao do 26S rDNA na identificagao rapida de especies 
considera sequencias que diferem em cerca de 1 % como especies diferentes 
(KURTZMAN; ROBNETT, 1998), foi estabelecido o corte em 1 % de divergencia 
para estimar o numero de unidades taxonomicas operacionais (UTOs) dentro de 
cada grupo; resultados de divergencia > 1 % foram indicativos de UTOs distintas 
(Tabela 9). 

Dessa forma, entre isolados relacionados a M. guiliermondii dentro de M. 
fryanus, foi verificada a existencia de 4 grupos diferentes (4 UTOs). No geral, os 
resultados em UTOs foram maiores quando os isolados de urn mesmo grupo foram 
relacionados entre especies pragas diferentes (Tabela 10). 
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Tabela 9 - Unidades taxonomicas operacionais (UTOs)* para taxons definidos em 
Diatraea saccharalis, Migdolus fryanus, Sphenophorus levis e Telchin licus licus 



Diatraea 

Migdolus 

Sphenophorus 

Telchin licus 


saccharalis 

fryanus 

levis 

licus 

Meyerozyma guilliermondii 

9 

4 

3 

- 

Candida intermedia 

2 

1 

1 

1 

Candida pseudointermedia 

3 

1 

- 

- 

Candida tropicalis 

2 

- 

- 

1 

Candida sorboxylosa 

- 

- 

3 

- 

Candida solani 

- 

- 

- 

2 

Candida akabanensis 

1 

- 

- 

- 

Candida parapsilosis 

- 

- 

- 

1 

Candida sp. 

1 

- 

- 

- 

Scheffersomyces spartinae 

- 

1 

1 

2 

Pichia sp. 

- 

- 

- 

1 

Aureobasidium pullulans 

1 

1 

- 

1 

Cryptococcus laurentii 

- 

2 

- 

- 

Cryptococcus flavescens 

1 

- 

- 

- 

Tremella aft. globispora 

1 

- 

- 

- 

Rhodotorula mucilaginosa 

1 

- 

- 

- 

*Porcentagem de similaridade 

< 99 % foi indicativa de UTOs distintas. 



Tabela 10 - Unidades taxonomicas operacionais 
comparagoes entre sequencias reaiizadas com isolados 
Migdolus fryanus, Sphenophorus levis e Telchin licus licus 

(UTOs)* definidas nas 
de Diatraea saccharalis, 

D. saccharalis 
X 

T. licus licus 

M. fryanus 
X 

T. licus licus 

M. fryanus 
X 

D. saccharalis 

M. e , . 

, S. levis 

fryanus v 

X * 

„ , T. licus licus 

S. levis 

S. levis 
X 

D. saccharalis 

Meyerozyma 


1 ? 



I I 

guilliermondii 



U 


1 1 

Candida 






intermedia 

1 

3 

1 

i 

3 

Candida 


Q 




pseudointermedia 


O 




Candida tropicalis 2 

- 

- 

- 

- 

- 

Scheffersomyces 

n 


2 

2 


spartinae 

U 





Aureobasidium 






pullulans 

2 

2 





*Porcentagem de similaridade < 99 % foi indicativa de UTOs distintas. 
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L48 (S levis) 

LI 08 (D saccharalis) 

Prototheca monform is AB097093 

L39 (S levis) 

j — L77 (S levis) 

Prototheca zopfii var hydrocarbonea AB097095 

Prototheca zopfii var. hydrocarbonea AB097092 

Prototheca zopfii AB097097 

Prototheca zopfii var. zopfii AB 183201 

Prototheca monform is AB097095 

Pichia sp. AF530614 

LS7 (T licus) 

L76 (T licus) 

[ L58 (T licus) 

L59 (T licus) 

L53 (T licus) 

LSI (T licus) 

j — L47 (S levis) 


L49 (S levis) 

Candida sorboxylosa EF550253 

L44 (S levis) 

_ 'Candida sorboxylosa AB61 7984 ’_4 

Candida sorboxylosa AF485970 

'Candida sorboxylosa AB617984_2 
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Figura 4 - Arvore filogenetica obtida a 
partir de inferencia bayesina para de 
isolados de leveduras e leveduriformes 
usando sequencia da regiao D1/D2 do 
26S rDNA 
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Figura 5 - Degradagao de celulose em leveduras e microrganismos leveduriformes isolados de Migdolus fryanus, Sphenophorus 
levis, Telchin licus licus e Diatraea saccharalis identificadas por sequencias da regiao D1/D2 do 26S rDNA 
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Figura 6 - Degradagao de xilano em leveduras e leveduriformes isolados de Migdolus fryanus, Sphenophorus levis, Telchin licus 
licus e Diatraea saccharalis identificadas por sequencias da regiao D1/D2 do 26S rDNA 
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4.4 Ensaio de conversao de xilose em xilitol ou etanol por leveduras e 
organismos leveduriformes 


Nos ensaios realizados, nao foi detectada a conversao da D-xilose em etanol 
para os isolados testados exceto no controle, a Pichia NRRL-Y, que apresentou 
produgao maxima de 6,62 g L 1 etanol apos 30 horas de ensaio (Figura 8). 

Dos 21 isolados testados, 15 consumiram 100 % da D-xilose em 30 horas de 
fermentagao. As outras seis linhagens mostraram-se menos eficientes na utilizagao 
do substrato, nao tendo consumido toda a xilose mesmo apos 40 horas de 
fermentagao (Figuras 8 a 10). Os piores desempenhos foram dos isolados L31 e L45 
que consumiram, respecitivamente, 81 % e 79 % da D- xilose em 40 horas de 
fermentagao. 

Para os isolados de cresicmento retardado, a dosagem da D-xilose realizada 
apos 50 horas evidenciou esgotamento desse substrato. No entanto, a concentragao 
de xilitol tambem apresentou queda. 

O rendimento de xilitol variou de urn rnmirno de 0,99 g L" 1 no isolado L7 
(Figura 8), a urn maximo de 11,12 g L" 1 no isolado L39 (Figura 10). O isolado L39 
apresentou produgao maxima de xilitol (Yp/s) de 0,51 g g 1 xilose e produtividade 
volumetrica (Qp) de 0,26 g X iiitoi L" 1 h' 1 , parametros que evidenciam a velocidade com 
que o isolado converte agucar no produto de interesse (Tabela 9). De fato, apos 30 
horas de fermentagao, 100 % da D-xilose ja havia sido consumida (Figura 8). A 
pequena diminuigao na concentragao de xilitol no tempo 40 horas pode ser devido 
ao fato de o xilitol ter sido consumido pelo isolado para produgao de outros 
metabolitos (LOURENQO, 2009). 

A levedura L7 apresentou o menor rendimento em xilitol, apresentando uma 
produgao maxima de 0,99 g L" 1 no tempo de 40 horas e onde a D-xilose ainda nao 
havia sido totalmente consumida (Figura 8). Apesar desse fato, o isolado 
apresentou consumo de xilose e crescimento celular durante o ensaio. Resultados 
parecidos foram verificados para os isolados L31 e L45. 

Os isolados L3, L5, L8, LI 7, L20 e L31, que nao apresentaram atividade 
enzimatica para o xilano ((Tabela 6) apresentaram consumo da xilose presente no 
meio Ifquido YEPX utilizado (Figuras 8 a 10). 
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Tabela 11 - Produgao de xilitol por grama de xilose e produtividade volumetrica das 


leveduras testadas para produgao de xilitol 


Isolado 

Acesso 1 

Identidade 2 

Produgao de 
xilitol 
(g ' 1 xilose) 

Produtividade 

volumetrica 

(gxilitoi L ' 1 h' 1 ) 

L3 

JQ398673.1 

Candida intermedia 

0,48 

0,23 

L4 

JQ398673.1 

Meyerozyma guilliermondii 

0,46 

0,23 

L5 

FJ475226.1 

Meyerozyma guilliermondii 

0,36 

0,18 

L7 

FJ986609.1 

Cryptococcus laurentii 

0,06 

0,02 

L8 

JQ398673.1 

Candida pseudointermedia 

0,33 

0,15 

L9 

JQ398673.1 

Meyerozyma guilliermondii 

0,36 

0.18 

L1 1 

GU373754.1 

Candida pseudointermedia 

0,31 

0.15 

LI 3 

FJ986609.1 

Meyerozyma guilliermondii 

0,33 

0,17 

LI 5 

HM988720.1 

Meyerozyma guilliermondii 

0,43 

0,22 

LI 7 

FJ986609.1 

Candida pseudointermedia 

0,34 

0,17 

L20 

GU373754.1 

Meyerozyma guilliermondii 

0,35 

0,17 

L22 

JQ398673.1 

Cryptococcus laurentii 

0,25 

0,12 

L24 

FJ986609.1 

Meyerozyma guilliermondii 

0,36 

0,18 

L25 

FJ986609.1 

Candida pseudointermedia 

0,24 

0,12 

L26 

JQ678690.1 

Candida pseudointermedia 

0,34 

0,17 

L31 

JQ678690.1 

Meyerozyma guilliermondii 

0,11 

0,04 

L36 

JQ398673.1 

Meyerozyma guilliermondii 

0,33 

0,16 

L37 

JQ398673.1 

Meyerozyma guilliermondii 

0,34 

0,17 

L38 

AB281 307.1 

Meyerozyma guilliermondii 

0,34 

0,17 

L39 

AB097095.1 

Prototheca zopfii var. 
hydrocarbonea 

0,51 

0,26 

L45 

1 m/. _i 

- 

Nao identificado 

0,15 

0,06 


1 Numero de acesso da sequencia no NCBI. ^ Taxon definido pelo BLAST NCBI. 
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Figura 7 - Assimilagao de D-xilose (•); produgao de xilitol(o); produgao de etanol (♦) 
e crescimento celular (x) para os isolados NRRL-Y (controle) L3, L4, L5, L7, L8, L9 e 

L1 1 . 
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Figura 8 - Assimilagao de D-xilose (•); produgao de xilitol (o) e crescimento celular 
(x) para os isolados LI 3, LI 5, LI 7, L20, L22, L24, L25 e L26. 
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Figura 9 - Assimilagao de D-xilose (•); produgao de xilitol (o) e crescimento celular 
(x) para os isolados L31 , L36, L37, L38, L39 e L45. 
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5 DISCUSSAO 


As comunidades de bacterias celuloliticas e hemiceluloliticas isoladas do trato 
digestivo M. fryanus, S. levis e T. licus licus apresentaram similaridades, sendo 
majoritariamente constituidas por representantes dos mesmos generos e especies 
do filo Firmicutes. O numero relativo de isolados bacterianos cultivaveis, que 
apresentaram degradagao para os compostos, variou entre 12-14 % nos insetos 
praga testados. Saldarriaga (2009) relatou em larvas das pragas de cana-de-agucar 
de D. saccharalis e S. frugiperda, respectivamente, 18,6 % e 0 % dos isolados com 
alguma degradagao, sugerindo que esses achados poderiam estar relacionados com 
o habito alimentar desses insetos. 

Bacterias que degradam celulose e hemicelulose tern sido isoladas do trato 
digestivo de insetos que se alimentam em dietas ricas em substratos celulosicos 
como cupins (SAXENA BAHADUR; VARMA, 1993; SCHAFER et al. 1996; VARMA 
et al. 1994; WENZEL et al. 2002), baratas (CRUDEN; MARKOVETZ, 1979) entre 
outros. Os resultados obtidos com M. fryanus, S. levis e T. licus licus corroboram 
com a observagao ja que as tres especies pragas apresentam desenvolvimento das 
larvas em tecidos ricos em materiais lignocelulosicos como colmos, rizomas e toletes 
de plantio. 

As bacterias que apresentaram atividade enzimatica para a celulose, tiveram 
sequencia de rRNA 16S relacionadas a Bacillus cereus, B. thuringiensis, B. 
amyloliquefaciens, Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae e Citrobacter 
farmed. Essas especies sao reportadas por diversos autores como degradadoras de 
compostos lignocelulosicos (ANAND, et al., 2010; Bl; RICE; PRESTO, 2009; LEE et 
al., 2006; NISHIKAWA; SUTCLIFFE; SADDLER., 1 988; REZAEI et al., 2009). 

Os isolados relacionados a B. amyloliquefaciens se destacaram dos demais 
por apresentarem para a celulose indice de atividade enzimatica pelo menos 5 vezes 
maiores que o utilizado para definir a degradagao. Ibrahim et al. (2012) encontraram 
alta atividade celulitica de B. amyloliquefaciens (halos de 20,0 mm em meio CMC 
agar) e reportaram que o microrganismo possui uma endoglucanase 
moderadamente termofilica com atividade maxima a 55 °C. Bischoff et al. (2006) e 
Nurachman et al. (2010) tambem reportam o isolamento de endoglucanases 
moderadamente termofflicas para o mesmo microrganismo. 
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Nas comunidades de fungos, leveduras e organismos leveduriformes isoladas 
dos tratos digestivos de M. fryanus, S. levis, T. licus licus e D. saccharalis, houve 
predominance de representantes do filo Ascomicetes, com poucos representantes 
do filo Basidiomicetes. Suh e Blackwell (2005) evidenciaram que tal relagao e 
tambem verdadeira para besouros de diversos taxa. Majoritariamente, os isolados 
obtidos no isolamento dos quatro insetos praga foram leveduras verdadeiras 
(Saccharomycetes), consideradas como os fungos endossimbioticos mais 
conhecidos em insetos (SUH; NODA; BLACKWELL, 2001). 

Os fungos filamentosos isolados do trato digestivo dos quatro insetos 
aparecem relacionado a microrganismos cuja capacidade de degradagao ja foi 
descrita para alguns dos compostos utilizados nesse estudo. Penicillium manfreei e 
Aspergillus fumigatus tern capacidade de degradagao demonstrada para xilano 
(FLANNIGAN; SELLARS, 1978; FEDOROVA et al„ 2007; SILVA et al„ 1999; 
WONG et al. 2001). O fungo entomopatogenico Pyrenophora teres f. teres tern uma 
grande proporgao de genes que codificam para hidrolases associadas com a 
degradagao de carboidratos da parede celular da planta, presumivelmente usadas 
pelo fungo para degradar tecido da planta durante o crescimento necrotrofico 
(ELLWOOD et al., 2010). Isolados do tubo digestivo de tres dos insetos testados 
tiveram sequencias relacionadas a este genero. 

Para as leveduras e outros microrganismos leveduriformes, ao todo nove 
generos foram relacionados aos isolados cultivaveis de M. fryanus, S. levis, T. licus 
licus e D. saccharalis atraves do sequenciamento regiao D1/D2 do 26S rDNA. 
Berbee e Taylor (1999) descreveram para as leveduras o gene 18S rDNA como 
informativo dos nfveis taxonomicos superiores, os dommios 1/2 do 26S rDNA 
informativo ao nfvel de genero e especie e a regiao do espagador interno (ITS) 
divergente ao nfvel de especie. 

Para os insetos estudados, 91,3 % dos isolados apresentaram sequencias 
relacionadas aos generos Meryerozyma, Candida, Scheffersomyces e Pichia. Esses 
generos sao recorrentes em trabalhos que associam leveduras ao trato 
gastrointestinal de insetos (LONG et al., 2012; RIVERA et al., 2009; SUH; 
BLACKWELL, 2005). Especies como Scheffersomyces (Pichia) stipitis, Meyerozyma 
(Pichia) guilliermondii e Candida lusitanie aparecem associadas a besouros (SUH; 
BLACKWELL, 2005b). Os organismos leveduriformes, isolados apenas em larvas de 
S. levis foram relacionados a Prototheca zopfii var. hydrocarbonea, microrganismo 
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relacionado a degradagao de hidrocarbonetos (YAMAGUCHI; ISHIDA; SUZUKI, 

1999) . Isolados de Prototheca zopfii foram relatados em associagao aos sftios de 
alimentagao de larvas de Sigelgaita sp. (Lepdoptera) em cactos Pilosocereus 
arrabidae (ROSA et a/., 1992). 

A analise das sequencias evidenciou uma maior diversidade de leveduras 
isoladas do mesentero de D. saccharalis quando em comparagao aos outros insetos. 
No entanto, no trato de M. fryanus que encontra-se a relagao mais representativa 
entre o total e isolados que apresentaram alguma degradagao (50,0% em M. fryanus 
contra 14,3% de D. saccharalis). Nas dissecagoes do trato digestivo de D. 
saccharalis, Saldarriaga (2009) relata nao terem sido observadas fibras de celulose 
na regiao do mesentero, sugerindo que ou a digestao deste material e 
extremamente eficiente no inseto ou que este inseto nao ingere as fibras 
"selecionando" o caldo da cana. A presenga de poucos isolados com capacidade 
degradativa pode sugerir que talvez o inseto esteja selecionando o caldo da cana 
em detrimento as fibras. 

A capacidade de degradagao evidenciada em 54 % das leveduras e 
organismos leveduriformes apareceu distribufda, sem que houvesse uma relagao 
direta com a identidade do isolado. Por exemplo, para as leveduras associadas ao 
genera Meryozyma foram verificadas diferengas na degradagao de compostos entre 
os isolados de M. fryanus, S. levis e entre isolados provenientes de D. saccharalis 
criadas em dieta artificial e de insetos coletados de plantas em campo. 

Em estudo realizado por Rivera et al. (2007) com objetivo de elucidar a 
diversidade de leveduras associada a diferentes especies de besouro do genera 
Dendroctonus, os autores observaram que as leveduras associadas aos besouros 
exibiram uma resposta fisiologica altamente variavel dentro e entre os grupos sem 
que houvesse uma correlagao entre os grupos e a assimilagao ou fermentagao dos 
carboidratos testados. 

Esse fato chama atengao, uma vez que estimativas apontam que apenas 1% 
das especies existentes de leveduras foram classificadas e identificadas (FELL et al., 

2000) . Suh et al. (2005b) mostraram que em 650 leveduras isoladas do intestino de 
besouros, utilizando a regiao D1/D2 da LSU do 26S rDNA, 39 isolados apresentaram 
sequencias identicas a de leveduras previamente descritas, 55 isolados 
apresentaram sequencias diferindo entre 1-5 pb das leveduras existentes e que 196 
isolados diferam em mais de 5pb do genotipo mas proximo conhecido de levedura. 
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Os resultados obtidos para as leveduras e leveduriformes isolados nos quatro 
insetos praga da cana-de-agucar, evidenciam que 1 1 isolados apresentaram 
sequencia identica a referenda, enquanto que 87 isolados apresentaram sequencias 
que diferiram em ate 1 % da sequencia mais proxima e 20 isolados apresentaram 
mais que 5 % de diferenga. 

Na analise de distancia evolutiva verificou-se divergences nas comparagoes 
entre os isolados de urn mesmo grupo (especies pre-definidas pelo BLAST). Nesse 
caso, a diversidade de UTOs pode ser explicada pela falta de resolugao do dormnio 
de 26S da regiao D1/D2 em separar duas sequencias. Dificuldades desse tipo foram 
relatadas por Vaughan-Martini et al. (2005), quando descreveram a proposta da 
nova especie Meyerozyma caribbica e constataram uma diferenga minima, na 
sequencia de 26S da regiao D1/D2, quando comparadas com M. guilliermondii, 
propondo a necessidade de estudos filogeneticos com mais de urn gene para estas 
especies. 

Nas analises de distancia evolutiva que relacionaram sequencias obtidas de 
microrganismos isolados em pragas de especies diferentes, obteve-se urn numero 
ainda maior de UTOs, indicando que a diversidade das leveduras encontradas no 
intestino dos insetos praga estudados e substancialmente diferente. A presenga das 
leveduras depende, em grande parte, do resultado de interagoes dentro do intestino 
dos insetos: aquelas com o inseto em si, com o substrato de alimentagao e entre os 
microrganismos ingeridos com o substrato de alimentagao (RIVERA et al., 2009; 
SUH et al., 2003). Apesar de existirem poucos trabalhos sobre os papeis de 
comunidades de leveduras no trato intestinal dos insetos (BRAND et al, 1977; 
DELALIBERA; HANDELSMAN; RAFFA, 2005; LEUFVEN et al, 1984) acredita-se 
que as leveduras desempenhem urn papel muito importante no contexto nutricional 
(DOWD 1989, 1991; RIVERA et al., 2009; SUH et al., 2003; SUH; NODA; 
BLACWELL, 2001). 

No ensaio para avaliagao da produgao de xilitol e etanol, com excegao do 
controle Pichia NRRL-Y, os isolados testados apresentaram produgao discreta de 
etanol, no limite de detecgao do metodo (< 0,05 g L" 1 ). Em leveduras e demais 
organismos eucariotos, a conversao de D-xilose a D-xilulose ocorre em duas etapas: 
inicialmente D-xilose e reduzida a D-xilitol, pela enzima xilose redutase (XR); em 
seguida, D-xilitol e oxidado a D-xilulose, pela enzima xilitol desidrogenase (XDH). D- 
xiluiose e fosforilada pela enzima xilulose quinase (XK), a D-xilulose 5-P. A D- 
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xilulose 5-P e convertida da mesma maneira em bacterias e fungos a gliceraldeido- 
3-P e frutose 6-P, ingressando na via da glicolise, chegando a piruvato que e 
convertido a etanoi e varios outros produtos (PITKANEN, 2003). 

Algumas hipoteses podem ser levantadas na tentativa de explicar a detecgao 
discreta de etanoi para os isolados. Uma delas encontra-se na propria rota de 
conversao da D-xilose. As enzimas XR e XDH possuem cofatores distintos 
(redutases com preferencia por NADPH e desidrogenases que utilizam apenas 
NAD+) (JEPPSON et al., 2002; SALEH et al., 2006) provocando, assim, urn 
desequilfbrio redox e impedindo a utilizagao anaerobica desses agucares. Essa e 
uma das principais causas de excregao de xilitol (PETSCHACHER e NIDETZKY, 
2008). 

Outra explicagao seria que microrganismos selvagens as vezes possuem 
rotas bioqufmicas diferentes para a utilizagao da biomassa, com conversao em 
outros produtos (SALES et al., 2006). No caso dos isolados L7, L31, L45, que 
consumiram a xilose presente no meio sem que isso se traduzisse em alta 
concentragao de xilitol, o piruvato pode ter sido direcionado para a produgao de 
compostos tais como acido lactico, biomassa ou para oxidagao de dioxido de 
carbono e agua nos processos respiratorios (JEFFIRES, 1983; MAAS, et al., 2008; 
SCHINEIDER, 1989). 

Com relagao as dosagens de xilitol, o isolado que apresentou a maior 
eficiencia na conversao de xilose em xilitol foi o organismo leveduriforme L39, do 
trato gastrointestinal de S. few's, cuja sequencia de maior similaridade foi Prototheca 
zopfi var. hydrocarbonea. Nao existem relatos de produgao de xilitol por esse 
microganismo. Para esse isolado, os rendimentos em xilitol sao semelhantes, 
nessas condigoes de cultivo, aos coeficientes de rendimentos Yp/s de 0,51 g g" 1 
xilose; e Qp de 0,27 g L" 1 h" 1 encontrados por Lourengo 2009 com a cepa de 
referenda Candida guilhermondii FTI 20037 uma das leveduras mais utilizadas ate 
agora para a produgao de xilitol. 

Nas observagoes realizadas, para todas as leveduras relacionadas ao genera 
Meyerozyma o rendimento de xilitol variou entre 0,1 1 a 0,46 g g" 1 de xilose 
consumida, enquanto que para isolados com sequencias relacionadas ao genera 
Candida o rendimento de xilitol variou entre 0,24 a 0,48 g g" 1 de xilose consumida. 
Rao et al. (2007) obtiveram para 12 leveduras isoladas do trato gastrointestinal de 
besouros rendimento de xilitol entre 0,12 a 0,58 g g" 1 de xilose consumida, sendo 
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que nas leveduras identificadas como Candida sp., o rendimento de xilitol 
apresentado variou em uma faixa entre 0,16 e 0,52 g g" 1 de xilose consumida. 
Autores como Lu et al. (1995) e Preziosi-Belloy, Nolleau e Navarro (2000) citam 
rendimentos ainda maiores de xilitol, entre 0,80 e 0,87 g g" 1 xilose, respectivamente 
para Meyerozyma (Candida) guilliermondii e Candida sp. L-102. 

Os resultados de produgao de xilitol apos 40 h para as linhagens L9, LI 5, 
LI 7, L24, L26, L31 parecem sugerir que maiores produgoes de xilitol poderiam ter 
sido geradas caso o experimento fosse prolongado. Isso porque no processo 
hidrolftico de materials hemicelulosicos, compostos toxicos ao metabolismo 
microbiano como o acido acetico, furfural, hidroximetilfurfural, compostos fenolicos e 
ions metalicos podem ser gerados, afetando a produtividade volumetrica das 
fermentagoes e, de acordo com Parajo, Dominguez e Dominguez (1998), limitando o 
consumo da fonte de carbono e reduzindo a cinetica de crescimento. De fato, 
processos de bioconversao em microrganismos sao influenciados pelas condigoes 
ambientais tais como temperatura, concentragao de xilose, pH do meio de cultivo, 
concentragao do inoculo, estado fisiologico do inoculo, taxa de aeragao, entre 
outros. 

Alguns dos isolados testados para a produgao de xilitol ou etanol mostraram 
em meio Ifquido capacidade de consumo da xilose e no entanto, nao apresentaram 
produgao de enzimas para a degradagao do xilano em meio solido (isolados LI, L5, 
L8, LI 7, L20 e L31) (Figuras 8 e 9). O fato chama atengao, pois em geral, xilanases 
sao encontradas em leveduras que consomem a xilose (BIELY et al., 1978; 
CADETE, 2009; MALABADI; RAGHVENDRA; KUMAR, 2007) e algumas hipoteses 
podem ser levantadas. Autores ja relataram quea condigao ffsica do meio de cultivo 
pode influencia na capacidade de hidrolise de substratos. Goldbeck et al. (2012) 
observaram leveduras que mostraram capacidade de hidrolise enzimatica alterada 
para a celulose dependendo da condigao ffsica do meio de cultivo (solido ou Ifquido). 
Tal fato poderia tambem estar relacionado com os resultados de hidrolise obtidos 
para os isolados meio solido. Por outro lado, as leveduras testadas aqui fazem parte 
de complexo microambiente ainda nao totalmente entendido. Relagoes complexas 
envolvendo outros organismos poderiam possibilitar que leveduras que nao 
produzem xilanases co-habitassem o tubo intestinal utilizando a D-xilose como fonte 
de carbono. Nesse sentido, estudos adicionais se fazem necessarios para a 
interpretagao precisa desses resultados. 
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6 CONCLUSOES 


O trato gastrointestinal de larvas de Migdolus fryanus, Sphenophorus levis, 
Telchin licus licus e Diatraea saccharalis estudadas nesse trabalho mostrou ser um 
reservatorio importante de novos microrganismos que apresentam capacidade de 
degradagao enzimatica para os compostos celulose e xilano. Os resultados 
preliminares de degradagao apresentados pelos isolados microbianos dos insetos 
testados fornecem subsidios para prosseguimento da pesquisa do potencial de 
celulases e hemicelulases produzidas por microrganismos isolados nessas pragas 
de cana-de-agucar. 

O metodo de difusao radial em meio solido, utilizado aqui, indicou a atividade 
de degradagao de forma qualitativa, atraves do indice de atividade enzimatica (I.E.), 
uma ferramenta pratica que facilita e acelera a selegao e a comparagao da produgao 
enzimatica entre diversos isolados microbianos. Dentre os isolados testados, 
destacaram-se na produgao de celulases as bacterias relacionadas a Bacillus 
amyloliquefaciens com medidas de halos de hidrolise que chegaram a 35 mm de 
diametro. Entre fungos, leveduras e organismos leveduriformes os indices de 
atividade enzimatica foram mais destacados para a degradagao da hemicelulose. Os 
fungos filamentosos que apresentaram maior hidrolise de xilano, foram relacionados 
aos generos Pyrenophora, Aspergillus e Penicillium. Ja as leveduras com 
capacidade hidrolftica destacada foram relacionadas as especies Meyerozyma 
guilliermondii, Cryptococcus laurentti, Candida pseudointermedia, Candida 
parapsilosis, Candida solani e Aureobasidium pullulans. Os organismos 
leveduriformes nao apresentaram atividade enzimatica expressiva nos compostos 
testados. 

As sequencias de DNA extrafdas dos isolados mostram que o trato intestinal 
das pragas estudadas abriga muitos microrganismos provalvemente ainda nao 
descritos na literatura uma vez que a analise da similaridade realizada com as 
leveduras isoladas evidenciou sequencias que divergiram mais de 1 % das 
sequencias depositadas no GeneBank (NCBI). Alem, as analises de divergencia 
evolutiva evidenciam poucos microrganismos habitam o trato intestinal das pragas 
de especie diferentes. 
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No ensaio realizado para a triagem de microrganismos com capacidade de 
conversao de xilose para a produgao de xilitol e etanol, foram obtidos rendimentos 
de xilitol em um isolado leveduriforme, relacionado a Prototheca zopfi var. 
hydrocarbonea, semelhantes aos da levedura mais mais utilizada ate agora para a 
produgao do composto. No caso da conversao da D-xilose em etanol o rendimento 
apresentado pelos isolados foi bastante discreto, podendo estar relacionado as 
condigoes de cultivo e ate mesmo ao metabolismo desses isolados. 

Atraves do ensaio de conversao da D-xilose (realizado em meio liquido) pode- 
se verificar para algumas diferengas nos perfis de degradagao quando em 
comparagao com os dados obtidos em meio solido; estudos direcionados a essas 
diferengas poderiam revelar se o perfil de degradagao esta associado as condigoes 
ffsicas do meio de cultivo ou se esses resultados estao relacionados aos intrincados 
processos que ocorrem no tubo intestinal dos insetos praga estudados. 

Os resultados desse trabalho, que apresentam potencialidades de cada 
isolado, tern importancia para utilizagao na biotecnoloigia industrial. Microrganismos 
com combinagoes especfficas de atividades enzimaticas tern potencial para diversas 
aplicagoes, tais como a produgao de bioenergia e biocombustfveis, ou aplicagao nas 
industrias texteis e de papel ou ainda no processamento de alimentos. Cabe 
ressaltar ainda que o conhecimento funcional do trato gastro-intestinal dos insetos e 
de grande relevancia para se entender a dinamica de cadeias envolvidas biologia 
destes organismos. Destaca-se, assim, a importancia da realizagao de estudos 
futuros para um maior conhecimento sobre a diversidade e as fungoes exercidas por 
estes microrganismos no microambiente do trato intestinal e de suas interagoes com 
o hospedeiro. 
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APENDICE A 


Tabela 12 - Porcentagem de identidade entre as sequencias de isolados identificados como Meyerozyma guilliermondii 
pelo BLAST para isolados de Migdolus fryanus 



L 

LI 

L4 

L5 

L10 

LI 2 

LI 3 

LI 5 

LI 6 

LI 9 

L20 

L21 

L23 

L24 

L27 

L80 

L82 

L83 

L84 

L85 

LI 

95.8 




















L4 

99.1 

96.4 



















L5 

99.1 

96.4 

100.0 


















L10 

97.3 

97.3 

97.6 

97.6 

















LI 2 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 
















LI 3 

99.4 

96.4 

99.7 

99.7 

97.9 

99.7 















LI 5 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 














LI 6 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 













LI 9 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 












L20 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 











L21 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 










L23 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 









L24 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 








L27 

97.9 

95.5 

98.8 

98.8 

96.4 

98.8 

98.5 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 







L80 

98.8 

96.4 

99.7 

99.7 

97.3 

99.7 

99.4 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

99.1 






L82 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

99.7 





L83 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

99.7 

100.0 




L84 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

99.7 

100.0 

100.0 



L85 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 


L88 

100.0 

95.8 

99.1 

99.1 

97.3 

99.1 

99.4 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

97.9 

98.8 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 
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Tabela 13 - Porcentagem de identidade entre as sequencias de isolados identificados como Meyerozyma guilliermondii 
pelo BLAST para isolados de Diatraea saccharalis 



L92 

L93 

L94 

L96 

L97 

L98 

L99 

L101 

LI 08 

LI 09 

L1 1 1 

L1 12 

L1 15 

L1 18 

LI 21 

LI 22 

LI 23 

LI 24 

LI 25 

LI 27 

LI 33 

LI 34 

L93 

100.0 






















L94 

100.0 

100.0 





















L96 

98.8 

98.8 

98.8 




















L97 

95.5 

95.5 

95.5 

94.9 



















L98 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

95.5 


















L99 

98.5 

98.5 

98.5 

98.8 

95.2 

98.5 

















LI 01 

99.1 

99.1 

99.1 

98.8 

95.2 

99.1 

97.6 
















LI 08 

93.1 

93.1 

93.1 

94.0 

91.5 

93.1 

92.1 

6.9 















LI 09 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

95.5 

100.0 

98.5 

99.1 

93.1 














L1 1 1 

99.4 

99.4 

99.4 

98.2 

95.5 

99.4 

97.9 

98.5 

92.7 

99.4 













L1 12 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

95.5 

100.0 

98.5 

99.1 

93.1 

100.0 

99.4 












L1 15 

99.7 

99.7 

99.7 

98.5 

95.2 

99.7 

98.2 

98.8 

93.4 

99.7 

99.1 

99.7 











L1 18 

98.2 

98.2 

98.2 

97.0 

94.3 

98.2 

97.0 

97.3 

91.5 

98.2 

98.8 

98.2 

97.9 










LI 21 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

95.5 

100.0 

98.5 

99.1 

93.1 

100.0 

99.4 

100.0 

99.7 

98.2 









LI 22 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

95.5 

100.0 

98.5 

99.1 

93.1 

100.0 

99.4 

100.0 

99.7 

98.2 

100.0 








LI 23 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

95.5 

100.0 

98.5 

99.1 

93.1 

100.0 

99.4 

100.0 

99.7 

98.2 

100.0 

100.0 







LI 24 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

94.3 

98.8 

97.3 

98.4 

93.1 

98.8 

98.2 

98.8 

98.5 

97.0 

98.8 

98.8 

98.8 






LI 25 

98.2 

98.2 

98.2 

97.6 

94.6 

98.2 

96.7 

97.8 

94.0 

98.2 

97.6 

98.2 

97.9 

96.4 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 





LI 27 

99.1 

99.1 

99.1 

97.9 

94.9 

99.1 

97.9 

98.2 

92.1 

99.1 

98.5 

99.1 

98.8 

97.3 

99.1 

99.1 

99.1 

97.9 

97.3 




LI 33 

99.7 

99.7 

99.7 

98.5 

95.5 

99.7 

98.5 

98.8 

92.7 

99.7 

99.1 

99.7 

99.4 

97.9 

99.7 

99.7 

99.7 

98.5 

97.9 

99.4 



LI 34 

95.5 

95.5 

95.5 

94.9 

100.0 

95.5 

95.2 

4.8 

91.5 

95.5 

95.5 

95.5 

95.2 

94.3 

95.5 

95.5 

95.5 

94.3 

94.6 

94.9 

95.5 


LI 35 

95.8 

95.8 

95.8 

94.6 

95.5 

95.8 

94.3 

5.1 

91.2 

95.8 

95.8 

95.8 

95.5 

94.6 

95.8 

95.8 

95.8 

94.6 

94.9 

94.9 

95.5 

95.5 
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Tabela 14 - Porcentagem de identidade entre as sequencias de isolados identificados como Meyerozyma guilliermondii 
pelo BLAST para isolados de Sphenophorus levis 



L28 

L29 

L30 

L31 

L32 

L36 

L37 

L38 

L29 

98.2 








L30 

100.0 

98.2 







L31 

100.0 

98.2 

100.0 






L32 

100.0 

98.2 

100.0 

100.0 





L36 

99.4 

97.6 

99.4 

99.4 

99.4 




L37 

99.4 

97.6 

99.4 

99.4 

99.4 

100.0 



L38 

99.1 

97.3 

99.1 

99.1 

99.1 

99.7 

99.7 


L48 

87.3 

86.4 

87.3 

87.3 

87.3 

87.3 

87.3 

87.0 


Tabela 15 - Porcentagem de identidade entre as sequencias de isolados identificados como Candida pseudointermedia 
pelo BLAST para isolados de Migdolus fryanus 



L2 

L8 

L1 1 

LI 4 

LI 7 

LI 8 

L25 

L8 

100.0 







L1 1 

100.0 

100.0 






LI 4 

100.0 

100.0 

100.0 





LI 7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 




LI 8 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 



L25 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 


L26 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 
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Tabela 16 - Porcentagem de identidade entre as sequencias de isolados identificados como Candida pseudointermedia 
pelo BLAST para isolados de D iatraea saccharalis 



LI 00 

LI 02 

LI 03 

L 1 13 

L 1 14 

LI 02 

100.0 





LI 03 

94.6 

94.6 




L 1 13 

98.7 

98.7 

93.3 



L 1 14 

100.0 

100.0 

94.6 

98.7 


L 1 19 

100.0 

100.0 

94.6 

98.7 

100.0 


Tabela 17 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Candida intermedia pelo 
isolados de Telchin licus licus 



L 50 

L 52 

L 55 

L 60 

L 61 

L 64 

L 65 

L 68 

L 69 

L 71 

L 72 

L 52 

100.0 











L 55 

100.0 

100.0 










L 60 

100.0 

100.0 

100.0 









L 61 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 








L 64 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 







L 65 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 






L 68 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 





L 69 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 




L 71 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 



L 72 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 


L 74 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

L 75 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 


BLAST para 
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Tabela 18 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Candida intermedia pelo BLAST para 
isolados de Mygd olus fryanus 



L3 

L6 

99.6 


Tabela 19 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Candida intermedia pelo BLAST para 
isolados de Diatraea saccharalis 



LI 04 

LI 30 

92.4 


Tabela 20 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Candida intermedia pelo BLAST para 
isolados de Sphenophorus levis 



L41 

L43 

L46 

L40 

100.0 



L41 

100.0 

100.0 


L43 

99.1 

99.1 

99.1 


Tabela 21 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Candida sorboxylosa pelo BLAST para 
isolados de Sphenophorus le vis 



L44 

L47 

L47 

91.5 


L49 

98.2 

93.3 


100 


Tabela 22 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Candia tropicalis pelo BLAST para 
isolados de Diatraea saccharalis 



LI 05 

L1 16 

L1 16 

100.0 


L1 17 

89.2 

89.2 


Tabela 23 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Candida parapsilosis peio BLAST para 
isolados de Telchin licus licus 



L63 

L66 

100 


Tabela 24 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Candida solani pelo BLAST para isolados 
de Telchin licus licus 



L56 

L70 

82.1 
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Tabela 25 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Pichia sp. pelo BLAST para isolados de 
Telchin licus licus 



L53 

L57 

L58 

L59 

L76 

L51 

100.0 





L53 

100.0 

100.0 




L57 

100.0 

100.0 

100.0 



L58 

99.6 

99.6 

99.6 

99.6 


L59 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

99.6 


Tabela 26 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Scheffersomyces sartinae pelo BLAST 
para isolados de Sphenopherus levis 



L35 

L33 

100 


Tabela 27 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Scheffersomyces sartinae pelo BLAST 
para isolados de T elchin licus licus 



L54 

L81 

96.4 
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Tabela 28 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Tremella globispora pelo BLAST para 
isolados de Diatraea saccharalis 



L91 

L95 

100 


Tabela 29 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Cryptococcus laurentii pelo BLAST para 
isolados de Migdolus fryanus 



L7 

L22 

L78 

L22 

98.6 



L78 

98.6 

100.0 


L79 

98.6 

100.0 

100.0 
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Tabela 30 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Candia intermedia peio BLAST para 
isolados de Migdolus fryanus, Telchin licus licus e Diatraea saccharalis 



L3 

L6 

L34 

L40 

L41 

L43 

L46 

LI 04 

LI 30 

L50 

100.0 

99.6 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

100.0 

96.9 

92.9 

L52 

100.0 

99.6 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

100.0 

96.9 

92.9 

L55 

100.0 

99.6 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

100.0 

96.9 

92.9 

L60 

100.0 

99.6 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

100.0 

94.6 

92.9 

L61 

100.0 

99.6 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

100.0 

94.6 

92.9 

L64 

100.0 

99.6 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

100.0 

94.6 

92.9 

L65 

100.0 

99.6 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

100.0 

94.6 

92.9 

L68 

100.0 

99.6 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

100.0 

96.9 

92.9 

L69 

100.0 

99.6 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

100.0 

96.9 

92.9 

L71 

100.0 

99.6 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

100.0 

96.9 

92.9 

L72 

100.0 

99.6 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

100.0 

96.9 

92.9 

L74 

100.0 

99.6 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

100.0 

96.9 

92.9 

L75 

100.0 

99.6 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

100.0 

89.7 

87.1 

LI 04 

96.9 

96.4 

96.9 

96.9 

96.9 

96.0 

96.9 



LI 30 

92.9 

92.4 

92.9 

92.9 

92.9 

92.0 

92.9 



L34 

100.0 

99.6 








L40 

100.0 

99.6 








L41 

100.0 

99.6 








L43 

99.1 

99.1 








L46 

100.0 

99.6 









Tabela 31 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Candida pseudointermedia peio BLAST 
para isolados de Migdolus fryanus e Diatraea sa ccharalis 



L2 

L8 

L1 1 

LI 4 

LI 7 

LI 8 

L25 

L26 

LI 00 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

LI 02 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

LI 03 

94.6 

94.6 

94.6 

94.6 

94.6 

94.6 

94.6 

94.6 

L1 13 

98.7 

98.7 

98.7 

98.7 

98.7 

98.7 

98.7 

98.7 

L1 14 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

L1 19 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 
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bela 32 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Candida tropicalis pelo BLAST para isolados 
de Telchin licus licus e Diatraea saccharalis 


L62 

LI 05 

100.0 

L1 16 

100.0 

L1 17 

89.2 


Tabela 33 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Candida tropicalis pelo BLAST para 
isolados de Telchin licus licus e Diatraea saccharalis 



L7 

L22 

L78 

L22 

98.6 



L78 

98.6 

100.0 


L79 

98.6 

100.0 

100.0 


Tabela 34 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Aureobasidium pullulans pelo BLAST 
para isolados de Migdolus fryanus, Te lchin licus licus e Diatraea saccharalis 



LI 07 

LI 20 

L90 

L87 

98.9 

98.0 

98.7 

L90 


99.1 

99.8 

LI 07 



99.3 
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Tabela 35 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Meyerozyma guilliermondii pelo BLAST 
para isolados de Migdolus fryanus, Sphenophorus levis e Diatraea saccharalis 

continua 



L28 

L29 

L30 

L31 

L32 

L36 

L37 

L38 

L48 

L_ 

LI 

L10 

LI 2 

LI 3 

LI 5 

L16 

LI 9 

L20 

L21 

L23 

L24 

L27 

L4 

L5 

L80 

L82 

L83 

L84 

L85 

L88 

L92 

99.4 

97.6 

99.4 

99.4 

99.4 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

100.0 

99.1 

100.0 

100.0 

96.4 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

L93 

99.4 

97.6 

99.4 

99.4 

99.4 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

100.0 

99.1 

100.0 

100.0 

96.4 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

L94 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

100.0 

99.1 

100.0 

100.0 

96.4 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

L96 

98.2 

97.9 

98.2 

98.2 

98.2 

98.8 

98.8 

98.5 

87.3 

98.5 

95.5 

98.8 

98.8 

97.0 

98.8 

99.1 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

97.9 

98.5 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

98.5 

L97 

94.9 

94.9 

94.9 

94.9 

94.9 

95.5 

95.5 

95.5 

83.1 

95.2 

95.8 

95.5 

95.5 

97.3 

95.5 

95.8 

95.5 

95.5 

95.5 

95.5 

95.5 

95.5 

95.5 

94.6 

95.5 

95.5 

95.5 

95.5 

95.5 

95.2 

L98 

99.4 

97.6 

99.4 

99.4 

99.4 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

L99 

97.9 

96.7 

97.9 

97.9 

97.9 

98.5 

98.5 

98.5 

85.8 

97.6 

95.8 

98.5 

98.5 

96.1 

98.5 

98.2 

98.5 

98.5 

98.5 

98.5 

98.5 

98.5 

98.5 

97.6 

98.5 

98.5 

98.5 

98.5 

98.5 

97.6 

LI 01 

98.5 

98.5 

98.5 

98.5 

98.5 

99.1 

99.1 

98.8 

87.0 

98.8 

96.4 

99.1 

99.1 

97.3 

99.1 

99.4 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

98.5 

98.8 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

98.8 

LI 08 

92.4 

93.4 

92.4 

92.4 

92.4 

93.1 

93.1 

92.7 

87.0 

92.7 

90.6 

93.1 

93.1 

92.1 

93.1 

93.4 

93.1 

93.1 

93.1 

93.1 

93.1 

93.1 

93.1 

92.1 

92.7 

93.1 

93.1 

93.1 

93.1 

92.7 

LI 09 

99.4 

97.6 

99.4 

99.4 

99.4 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

L1 11 

98.8 

97.0 

98.8 

98.8 

98.8 

99.4 

99.4 

99.1 

87.0 

97.3 

95.2 

98.2 

98.2 

96.4 

98.2 

97.9 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

97.0 

97.9 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

97.3 

L1 12 

99.4 

97.6 

99.4 

99.4 

99.4 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

98.8 

96.1 

99.7 

99.7 

97.3 

99.7 

99.4 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

98.5 

99.4 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

98.8 

L1 15 

99.1 

97.3 

99.1 

99.1 

99.1 

99.7 

99.7 

99.4 

87.0 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

L1 18 

97.6 

95.8 

97.6 

97.6 

97.6 

98.2 

98.2 

97.9 

86.1 

98.5 

96.4 

99.4 

99.4 

97.6 

99.4 

99.1 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

98.2 

99.1 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

98.5 

LI 21 

99.4 

97.6 

99.4 

99.4 

99.4 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

98.2 

95.8 

99.1 

99.1 

96.7 

99.1 

98.8 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

99.7 

99.4 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

98.2 

LI 22 

99.4 

97.6 

99.4 

99.4 

99.4 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

97.3 

94.9 

98.2 

98.2 

96.4 

98.2 

97.9 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

97.0 

97.9 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

97.3 

LI 23 

99.4 

97.6 

99.4 

99.4 

99.4 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

97.3 

94.9 

98.2 

98.2 

96.4 

98.2 

97.9 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

97.0 

97.9 

98.2 

98.2 

98.2 

98.2 

97.3 

LI 24 

98.2 

97.6 

98.2 

98.2 

98.2 

98.8 

98.8 

98.5 

88.2 

97.9 

95.5 

98.8 

98.8 

96.4 

98.8 

98.5 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

97.9 

98.5 

98.8 

98.8 

98.8 

98.8 

97.9 

LI 25 

97.6 

97.3 

97.6 

97.6 

97.6 

98.2 

98.2 

97.9 

88.2 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

LI 27 

99.7 

97.9 

99.7 

99.7 

99.7 

99.1 

99.1 

99.4 

87.0 

99.1 

96.4 

100.0 

100.0 

97.6 

100.0 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

98.8 

99.7 

100.0 

100.0 

100.0 

100.0 

99.1 

LI 28 

99.1 

97.3 

99.1 

99.1 

99.1 

99.7 

99.7 

100.0 

87.0 

98.8 

96.4 

99.7 

99.7 

97.3 

99.7 

99.4 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

99.1 

100.0 

99.7 

99.7 

99.7 

99.7 

98.8 

LI 34 

94.9 

94.9 

94.9 

94.9 

94.9 

95.5 

95.5 

95.5 

83.1 

95.2 

95.8 

95.5 

95.5 

97.3 

95.5 

95.8 

95.5 

95.5 

95.5 

95.5 

95.5 

95.5 

95.5 

94.6 

95.5 

95.5 

95.5 

95.5 

95.5 

95.2 

LI 35 

95.2 

94.0 

95.2 

95.2 

95.2 

95.8 

95.8 

95.5 

84.0 

94.9 

95.5 

95.8 

95.8 

96.1 

95.8 

95.5 

95.8 

95.8 

95.8 

95.8 

95.8 

95.8 

95.8 

94.6 

95.5 

95.8 

95.8 

95.8 

95.8 

94.9 

L_ 

98.5 

98.5 

98.5 

98.5 

99.1 

99.1 

98.8 

97.3 

86.4 






















LI 

95.8 

94.9 

95.8 

95.8 

95.8 

96.4 

96.4 

96.4 

84.6 






















L10 

97.0 

96.4 

97.0 

97.0 

97.0 

97.6 

97.6 

97.3 

84.9 






















LI 2 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

97.6 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 






















LI 3 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

99.7 

99.7 

99.4 

97.9 

87.0 






















LI 5 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

97.6 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 






















LI 6 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

100.0 

100.0 

99.7 

97.6 

87.3 






















LI 9 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

97.6 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 
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Tabela 35 - Porcentagem de identidade entre as sequencias identificadas como Meyerozyma guilliermondii peio BLAST 
para isolados de Migdolus fryanus, Sphenophorus levis e Diatraea saccharalis 

conclusao 

L28 L29 L30 L31 L32 L36 L37 L38 L48 L_ LI L10 LI 2 LI 3 LI 5 LI 6 LI 9 L20 L21 L23 L24 L27 L4 L5 L80 L82 L83 L84 L85 


L20 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

97.6 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

L21 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

100.0 

100.0 

99.7 

97.6 

87.3 

L23 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

97.6 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

L24 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

97.6 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

L27 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

98.8 

98.8 

99.1 

98.2 

87.0 

L4 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

100.0 

100.0 

97.6 

99.7 

87.3 

L5 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

97.6 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

L80 

99.1 

99.1 

99.1 

99.1 

99.7 

99.7 

100.0 

97.3 

87.0 

L82 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

97.6 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

L83 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

97.6 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

L84 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

97.6 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

L85 

99.4 

99.4 

99.4 

99.4 

97.6 

100.0 

100.0 

99.7 

87.3 

L88 

98.5 

98.5 

98.5 

98.5 

99.1 

99.1 

98.8 

97.3 

86.4 



